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Erkennungsmolekule zur Behandlung urid Detektion von Tumoren 
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Die Erfindung betrifft Erkennungsmolekule, die gegen Tumore 

gerichtet sind, pharmazeutische Zusammensetzungen, die die 

Erkennungsmolekule umfassen, Verfahren zur Herstellung der 

10 Erkennungsmolekule und die Verwendung der 

Erkennungsmolekule zur Diagnose und Tlierapie von 
Tumorerkrankungen . 

* Tumorerkrankungen gehoren zu den haufigsten Erkrankungen 

15 von Organismen, insbesondere von S&ugerri wie dera Menschen. 
Die erfolgreiche Behandlung der . Tumorerkrankung hangt 
insbesondere davon ab, in welchem Entwicklungs stadium des 
Tumors mit der Therapie begonnen wird. Vorteilhaft ist es, 
wenn mit der Therapie zu einem Zeitpunkt begonnen werden 

20 kann, wenn der Tumor eine minimale Ausweitung -und 
Ausbreitung im Korper aufweist, wobei unter Ausweitung die 
IndividualgroSe des Tumorgewebes und unter Ausbreitung die 
mogliche Metastasierung oder Infiltration in umliegende 
Organe verstanden wird- Ein Organismus, der eine 

25 Tumorerkrankung aufweist, sezemiert bestimmte komplexere 
Substanzen oder einfachere Molekule, die fiir die Diagnose 
von Tumoren in einem friihen Stadium der Erkrankung - d.h. 
bei kleineren Tumoren - eingesetzt werden konnen. Die 
bekanntesten von diesen Strukturen sind Tumormarker, 

30 Tumormarker ' sind in der Regel chemische Substanzen, die 
mehr oder weniger spezifisch fur einen bestimmten Tumortyp 
sind bzw. in Assoziation mit einem Tumor vermehrt 
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auftreten. Tumormarker konnen beispielsweise ' zellularer 
Natur sein, wie zum Beispiel Onkogene,, bestiinmte 
Hormonrezeptoren oder Membranantigene, wie. zum Beispiel CA 
2, CA 3, CA 19-19 und ahdere. Tumorjaarker konnen jedoch 

5 auch humorale Marker sein, die entweder vom Tumor 
produziert oder vom Tumor induziert werden. Zu der Gruppe 
der von dem Tumor produzierten Tumormarker gehoren 
insbesondere die Tumor-assoziierten Antigene, Hormone, 
Enzyme und sonstige Verbindungen. Von dem Tumor induzierte 

10 humorale Tumormarker sind beispielsweise Enzyme, wie die 
alkalische Phosphatase oder zum Beispiel das Akiite-Phase- 
Protein (zum Beispiel Ferritin) . Da Tumormarker im Stand 
der Technik vorzugsweise mit iramunologischen Methoden 
nachgewiesen werden, wird fiir Tumormarker vielfach auch das 

15 Synonym Tumorantigen benutzt. Bekannte Tumorantigene sind 
onkofetale Antigene, Blutgruppen-assoziierte Antigene, 
organspezif ische Antigene und die sonstigen Antigene, wie 
zum Beispiel CA 15-3. 

20 Die Krebsdiagnostik mit Tumormarkern mit 

Erkennungsmolekulen weist mehrere Nachteile auf. So konnen 
bestimmte Tumormarker auch bei nichtkanzerogenen 
.Krankheiten auftreten, wodurch die eingesetzten 
Erkennungsmolekule eine positive Reaktion anzeigen; 

25 weiterhin bedeutet eine Nichtinteraktion der 

Erkennungsmolekule nicht, dass keine Tumorkrankheit 
vorhanden ist. Ein weiterer Nachteil ist, dass die 
bekannten Erkennungsmolekule in der Regel unspezifisch 
sind. Das bedeutet, dass ein positiver Nachweis nur in 

30 seltenen Fallen auf eine bestimmte Art der Tumorerkrankung 
weist. Ein weiterer, ganz entscheidender Nachteil der 
bekannten Erkennungsmolekule ist aufierdem, dass sie nur 
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bedingt zur Verlatff skontrolle der Entwicklung von* Tumoren, 
belspielsweise nach einer Operation, verwendet werden 
konnen. Das heifit, die bekannten Tumormarker kSnnen in der 
Regel nicht zur Fruherkennung oder zur Nachbehandlung , 
5 insbesondere nicht zur Prophylaxe, eingesetzt werden. 

Neben diesen allgemeinen Nachteilen treten • bei 
Erkennungsmolekillen, die gegen Tumorantigene, die sich nur 
in ihrer Glykosylierung vom entsprechenden Antigen im 

10 Normal gewebe unterscheiden, spezielle Nachteile auf. Die 
Antikorper imissen glykosylierungsabhangig sein und die 
Veranderung des Glykosylierungsstatus des Antigens im Tumor 
widerspiegeln. So z.B. ist die Glykosylierung von MUC1 auf 
Brusttumorzellen ver^ndert . Es zeigt . sich eine starke 

15 Reduktion der Kettenlange der O-Glykgne. und eine Reduktion 
der Sialinsaure O-Acetylierung. 

Ein weiterer Nachteil der bekannten Erkennungsmolekule 
gegen Tumormarker ist der, dass sie den Tumor erst 
20 erkennbar machen, wenn dieser eine kritische GroSe bereits 
erreicht hat. Das heiSt, fruhe Stadien des Tumorwachs turns 
konnen mit den bekannten Erkennungsmolekulen, die gegen 
Tumormarker gerichtet sind, nicht bestimmt werden. 

25 . Das polymorphe epitheliale Muzin MUC1 ist als Gesamtmolekxil 
ein anerkannter Tumormarker. Aufgrund der Komplexitat des 
MolekQls, das sehr grofi ist, stark glykosyliert ist, 
extrazellular im wesentlichen aus einer groSen polymbrphen 
Anzahl von Tandem Repeats aus 2 0 Aminosaureresten besteht 

30 und bezuglich der Tandem Repeats heterogen glykosyliert 
ist, besitzt MUC1 eine Vielzahl von Epitopen. Ein 
bestehender Nachteil ist, dass es nicht bekannt ist, 
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welches Epitop auf MUC1 als Zielstruktur zur Tumortherapie 
und -diagnose optimal geeignet ist. Nachteilhaft ist 
weiterhin, dass herkommliche MUCl-spezif ische Antikorper, 
(die ein relativ gutes Erkennen von MQC1 auf bestiramten 

5 Tumoren leisten, ) in hohem Ma£ auch solches MUC1 erkennen, 
das von Tumor zellen in das Serum abgegeben wird (Shedding) . 
Diese hohe Bindung an im Serum vorliegendes MUC1 im 
Tumorpatienten ist of f ensichtlich ein Nachteil in der 
Therapie von Tumorerkrankungen mit solchen MUC1- 

10 spezifischen Antikorpern. Ein weiterer Nachteil ist, dass 
die meisten MUCl-spezif ischen Antikorper auch Bindung gegen 
mehrere Normalgewebe zeigen. 

Aufgabe der Erf indung ist es daher, . Erkennungsmolekxlle 
15 bereitzustellen, mit denen zum einen Tumore einfach, sicher 
und effizient detektiert werden konnen, und die weiterhin 
in der Prophylaxe, Therapie und/oder Nachbehandlung von 
Tumoren und/ Metastasen eingesetzt werden koimen, und die 
keine oder nur eine geringe Bindung . ah ins Serum 
20 abgegebenes MUC1 und keine oder eine geringe Bindung an 
Normalgewebe auf weisen . 

Die Erf indung . lost dieses technische Problem durch die 
Bereitstellung von E r kennung smo 1 ekul en umfassend eine 
25 Aminosaureseguenz, die die Minosiuresequenz SEQ ID NO. 1 
oder 2 und die Aminos&uresequenz SEQ ID NO. 3 oder 4 und 
die Aminosaureseguenz SEQ ID NO. 5 oder 6 enthalt, wobei 
die Erkennungsmolekule das glykosylierte MUCl-Tumorepitop 
spezifisch binden. 
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Die Def initionen der Begriffe, die im Folgenden gemacht 
werden, treffen mutatis mutandis auf zuvor gemachte, diese 
und die nachf olgenden Ausfuhrungen zu. 

.5 Unter dem Begriff Erkennungsmdlekul versteht man erfin- 
dungsgemaS ein Molekul, das, insbesondere unter stringenten 
Bedingungen, das glykosylierte MUCl-Tumorepitop spezifisch 
bindet. Stringente Bedingungen sind beispielsweise 
Hochsalzkonzentrationen und exzessives Waschen mit milden 

10 Detergenzien wie NP-4 0 Oder Tween. 

Unter dem „ glykosyliert en MUC1 Tumor epi top" versteht man 
erf indungsgem&S ein Epitop, das mindestens eine PDTRP 
Sequenz des MUC1 Tandem Repeats umf asst. und am Threonin des 
15 PDTRP mit GalNAc oder Gal -GalNAc glykosyliert ist, 

Unter einer spezif ischen Bindung des glykosyliert en MUC1- 
Tumorepitops versteht man erf indungsgemaS eine Bindung der 
erf indurigsgemaSen Erkennungsmolekule umf assend eine 
20 Kombination von folgenden Bindungseigenschaf ten : 

a) Bindung in Testmethoden wie unter Beispiel 5 
beschrieben an die glykosylierte PDTRP Region 
innerhalb einer MUC1 Tandem Repeat , Sequenz , die aus 
1 bis 1,5 Tandem Repeats besteht (Molekul aus 3 0 
25 Aminosauren siehe Beispiel 5) und am Threonin mit 

GalNAc alphal-O-Thr (weiter als GalNAc bezeichnet) 
oder Galbetal-3GalNAcalfal-0-Thr (weiter als Gal- 
GalNAc bezeichnet) glykosyliert ist, wobei die 
Starke der Bindung im Vergleich zu dem nicht- 
30 glykosylierten Peptid ' gleicher Lange und 

Peptidsequenz vim ein Vielf aches erhdht wird. 
Definiert wird dabei eine Erhohung urn das Vielf ache 



indem das Bindungsverhaltnis des am PDTRP 
glykosylie'rten MUC1 Glykopeptids zu dem nicht- 
glykosylierten Peptid in einem Test wie unter 
Beispiel 5.1 beschrieben (mit dem dort 
beschriebenen MUC1 Peptid bzw. Glykopeptid mit 
einer Lange von 3 0 Aminosauren, die 1,5 Tandem 
Repeats entspricht) , einen Faktor von >4,5 
erreicht . 4 

b) Bindung in Testmethoden wie unter Beispiel 5.2 
beschrieben an multiple nicht-glykosylierte MUC1 
Tandem Repeats, die aus mindestens 3 Tandem Repeats 
bevorzugt 5 Tandem Repeats bestehen. 

c) Eine statistisch deutlich verminderte Bindung an im 
Serum von Colonkarzinompatienten vorkommendes MQC1, 
das von den Tumor zellen abgegeben wurde, im 
Vergleich zu Antikorpern des CA15-3 Tests (Beispiel 
11) und des HMFG-1 (siehe auch Beispiel 11) . Das 
Testverf ahren hierzu ist im Beispiel 11 naher 
ausgef uhrt . 

d) Die Interaktion zwischen Antigen : und 
Brkennungsmolekul wird wie in Beispiel 6 
beschrieben durch Neuraminidase -Behandlung erhoht 
oder nicht beeinf lufit . 

e) Es erfolgt keine oder eine nahezu nicht 
detektierbare Bindung an Colon-Normalgewebe und 
eine spezifische starke Bindung an Colontumorgewebe 
(siehe Beispiel 6) . 

Die erf indungsgemaSen Erkennungsmolektlle besitzten aufgrund 
der umfassten erf indungsgem§JS definierten 

Aminosauresequenzen, die oben und m im Folgenden aufgef-Qhrt 
sind, eine Struktur, die die spezifische Interaktion der 
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Erkennungsmolekul e mit dem MUC1 in Form einer spezif ischen 
Bindung des glykosylierten MUC1 Tumorepitops mit den 
beschriebenen Bindungseigenschaf ten bedingt. 

5 In einer bevorzugten Ausftthrungsf orm der Erfindung umfasst 
das Erkennungsmolekul eine. Minosauresequenz , die die 
Aminosauresequenz SEQ ID NO. 1 und die Minosauresequenz 
SEQ ID NO. 3 und die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 5 
enthalt, wobei das Erkennungsmolekul das glykosylierte 

10 MUCl-Tumorepitop spezifisch bindet. 

In einer weiter bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung 
umfasst das Erkennungsmolekul eine Aminosauresequenz, die 
die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 2 und die 

15 Aminosauresequenz SEQ ID NO. 4 und die Aminosauresequenz 
SEQ ID. NO. 6 enthalt, wobei das Erkennungsmolekul das 
glykosylierte MUCl-Tumorepitop spezifisch • .bindet . 
Vorteilhaf terweise . weisen diese Erkennungsmolekule- 
weiterhin mindestens eine der folgenden Eigenschaf ten • auf : • 

20 f) eine Bindungserhohung eines Faktors von > 2 0 nach 

a) 

g) eine Bindung an nichtglykosylierte multiple Tandem 
Repeats wie unter b) mit einem Faktor von > 8 des 
Verhaltnisses der Bindung an ein 

25 nichtglykosyliertes MUC1 Tandem Repeat mit 5 Tandem 

Repeats zu einem nichtglykosylierten MUC1 Peptid 
mit einem Tandem Repeat (Sequenz der Peptide und 
Testverfahren siehe Beispiel. 5) . Das Testverf ahren 
zur Bestimmung des Faktors ist im Beispiel 5.2 

30 naher ausgefuhrt. 

h) eine Erhohung der Bindungsstarke durch eine 
Erhohung der Anzahl • der glykosylierten Tandem 
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Repeats (multiple glykosylierte PDTR-Region) (siehe 
Beispiel 5*3). 

In vorteilhafterweise besitzen die weiter ■ bevorzugten 
5 Erkennungsmolekule alle Bindungs eigenschaf ten a bis h. 

Die erf indungsgemaSen Erkennungsmolekule vereinen die 
beschriebenen Eigerischaf ten und sind damit vorteilhaft fur 
die Tumordiagnose und -therapie. Sie unterscheiden sich 

10 nicht nur aufgrund ihrer neuartigen Seguenzen, gondern 
ebenfalls aufgrund ihrer Feinspezif itaten gegen MUC1 von 
bekannten Antikorpern, indem sie spezifisch das 
glykosylierte IvnJCl-Tumorepitop binden, dabei nur geringe 
Bindung gegen MUC1 im Serum von Colonkarzinompatienten 

15 aufweisen und normales Colongewebe . praktisch nicht und 
Colontumorgewebe stark binden. Daruber hinaus erkennen die 
erf indungsgemaSen Erkennungsmolekule Colontumore bereits 
als . Carzinom :in situ, nicht jedoch milde Displasien und 
unterscheiden somit zwischen den gefahrlichen Tumoren und 

20 den benignen Erkrankungen . Mit diesen Eigeiischaf ten und 
ihrer hohen Affinitat sind sie besonders fur die 
therapeutische . aber auch die diagnostische Anwendung 
geeignet und somit vorteilhaft gegemiber bekannten MUC1- 
Ant ikorpern . 

25 Die Kombination der Eigenschaf ten der erf indungsgemaSen 
Erkennungsmolekule ist uberraschend, da es bisher aus der 
Vielzahl der bekannten MOC1 AntikSrper keine Antikorper mit 
entsprechenden Eigenschaf ten gab. 

Dies zeigt die Uberlegenheit der erf indungsgemaSen 
30 Erkennungsmolekule gegenxlber herk&mmlichen MUC1- 

Antikorpern . 
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Herkommliche Antikorper haben damit deutliche Nachteile 
gegentiber den erf indungsgemaSen Erkennungsmolekulen, wie im 
Polgenden kurz beispielhaf t beschrieben ist. 

Beispiele fur Unterschiede in der Peinspezif itat : HMFG-1 

5 (US5804187, US6315997) und C595 (WO0244217) binden in den 
unter dem Bespiel 5.1 gezeigten Untersuchungen an MUC1- 
Peptide unabhangig von der Glykosylierung und daher niclit 
an das glykosylierte MOCl-Tumorepitop . HMFG-1 

beispielsweise bindet dar&ber hinaus auch an normales 

10 Colongewebe. Sie zeigen damit nicht die vorteilhafte 
Bindung der erf indungsgemaSen Erkennungsmolekiile . SM3 
(US5683674) , der durch Iiranunisierung mit abgeleitetem lynjCl 
aus humanen Nichttumormaterial (Milchf etttropf chen) stammt, 
bindet glykosylierte und nicht -glykosyiierte MUC1- 

15 abgeleitete Peptide gemaS des Tests aus dem Beispiel 5.1 
nahezu gleichermaSen mit einer leichten Erh6hung um einem 
Paktor von ca. 1,5 und zeigt damit nicht die vorteilhafte 
Bindung an das Tumorepitop-. AuSerdem zeigt der SM3 weder 
eine ausgepragte Abhangigkeit von der Anzahl der nicht-' 

20 glykosylierteh noch der glykosylierten MUC1 Tandem Repeats 
(Beispiel 5.2 und 5.3). Der DF3 ist als MUC1 specif ischer 
Antikorper, der bevorzugt glykosylierungsxinabhangig an 
MUC1 -abgeleitete Peptide bindet, beschrieben (WO932 0841, 
US5506343) . AuSerdem wird die Bindung des DF3 an MUC1 oder 

25 MUCl-tragende Tumor zellen durch Neuraminidase -Behandlung 
drastisch reduziert oder vollstandig inhibiert . (Dai J et 
al., 1998; Hinoda et al . , 1992). HMFG-1 und DF-3 binden 
auSerdem stark an Tumor -MUC1 im Serum, vor allem bei 
Mainmakarzinompatienten, aber auch bei 

30 Colonkarzinompatienteii (siehe Beispiel 11) . Sie zeigen 
damit nicht die vorteilhaf ten Bindungseigenschaf ten der 
erf indungsgemS.Sen Erkennungsmolekule . 



10 



Die Charakterisierung der Erkennungsmolkule erfolgt nach 
• obiger Definition im Wesentlichen uber 

Bindungseigenschaf ten gegenuber Colonnormal- uhd 

5 tumorgewebe. Dies zeigt, dass die Erkennungsmolekule fur 
die Therapie und Diagnostik von Colontumoren und deren 
Metastasen gegenuber herkommlichen anti-MUCl Antikorpern 
vorteilhaft sind. Allerdings sind die Erkennungsmolekule 
nicht nur vorteilhaft fur die Behandlung und Diagnose von 

10 Colonkarzinomen und anderen Gastrointestinal en Tumoren, 
sonde rn aucli fttr andere Tumorerkrankungen und Metastasen, 
bevorzugt MUCl-positiven Tumorerkrankungen und Metastasen, 
beispielsweise Maramakarzinomen, Gastrointestinaltumoren, 
einschliefilich Kolonkarzinomen, Magenkarzinomen, 

15 Dickdarmkrebs und Dunndarmkrebs , Pankreaskarzinomen, 
Ovarialkarzinomen, Lungenkrebs , Nierenzellkarzinomen, 
Multiples Myelom und/oder deren Metastasen. Dies wird durch 
die Daten des Beispiels 6 untermauert, in dem die 
spezifische Bindung der Erkennungsmolekule an Tumor zellen 

20 unterscliiedlicher Tumorerkrankungen gezeigt wird. Die 
detaillierte Beschreibung uber die Bindungseigenschaf ten 
gegenuber Colonkarzinomen dient zur Verdeutlichung der 
Vorteile und zur Festlegung geeigneter Parameter filr die 
Bindungscharakt er i s ierung von erf indungsgeraafien 

25 Erkennungsmolekuleh. 

In einer bevorzugt en Aus f uhrungs form umfasst ein 
erf indungsgemaSes Erkennungsmolektil, das das glykosylierte 
MUCl-Tumorepitop spezifisch bindet: 
30 a) eine erste AminosiLuresequenz , die die 

Aminos auresequenz SEQ ID NO. 1 oder 2 und die 
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Aminosauresequenz SEQ. ID NO. 3 Oder 4 und die 
Minosauresequenz SEQ ID NO. 5 oder 6 enthalt; und . 
b) eine zweite Aminosauresequenz , die die 

Aminosauresequenz SfiQ ID NO. 7 oder 8 und die 
5 Aminos&uresequenz SEQ ID NO. 9 oder 10 und die 

Aminosauresequenz SEQ ID NO. 11 oder 12 enthalt. 

Die erste und zweite Aminosauresequenz konnen dabei auf 
einem oder mehreren, dort bevorzugt zwei, Polypeptiden 
10 vorkommen. 

Im Folgenden werden die erf indungsgemaSen 

Erkennungsmolekule, die das glykosylierte MUC1- Tumor epi top 
im Sinne der Erfindung spezifisch binden, der Einfachheit 
15 halber auch MUC1 bindende oder spezifische 
Erkennungsmolekule genannt. 

Die bevorzugten MUC1 bindenden Erkennungsmolekule sind 
dadurch charakterisiert , dass sie ein def iniertes. :Set\ von 

20 einzelnen Aminosauresequenz en umfassen. Die Kombination der 
Minosauresequenzen bedingt eine Struktur der 
Erkennungsmolekule , die als Eigenschaft die oben 
beschriebene Kombination von Bindungseigenschaf ten 
gegenQber dem glykosylierten MUC1 Tumorepitop aufweist. Die 

25 Aminosauresequenz dieser Erkennungsmolekule umfasst ein 
oder zwei Tripletts definierter Sequenzen. Diese Sequenzen 
stellen die Bindungsdomanen dar und definieren die 
Spezifitat des Erkennungsmolekuls . Das l-Triplett- 
Erkennungsmolekul umfasst die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 

30 1 oder 2, die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 3 oder 4 und die 
Aminosauresequenz SEQ ID NO. 5 oder 6. MUCl-spezif ische 
Erkennungsmolekule, die durch zwei Tripletts definiert 
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sind, umfassen fur das erste Triplett die Aminosaureseguenz 
SEQ ID NO. 1 oder 2, die Aminosaureseguenz SEQ ID NO. 3 
.oder 4 und die Aminosaureseguenz SEQ ID NO. 5 oder 6 und 
fur das zweite Triplett die Aminosaureseguenz SEQ . ID NO. 7 

5 oder 8, die Aminosaureseguenz SEQ ID NO. 9 oder 10 und die 
Aminosaureseguenz SEQ ID NO. 11 oder 12. Dabei konnen das 
erste und zweite Triplett entweder auf einer oder mehreren 
Polypeptidketten vorkommen, die im letzteren Fall gemeinsam 
das bindende Erkennungsmolekul bilden. Im Weiteren werden 

10 diese Tripletts im Sinne der Erfindung als Triplettseguenz 
1 fur die erste umfasste Aminosaureseguenz und als 
Triplettseguenz 2 fur die zweite umfasste 

Aminosaureseguenz, siehe Definition a) und b) der obigen 
Beschreibung, bezeichnet. Das Erkennungsmolektil kann 

15 erf indungsgemaS ein Antikorper sein, insbesondere ein 
muriner, chimarer oder humane r IgG oder IgM, eine scFv- 
Struktur oder ein anderes aus- Antikorpern abgeleit.etes. 
Fragment wie beispielsweise Fab,. F(ab) 2 , Fv oder F(v) 2 
Fragmente. 

20 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm umfassen die 
erf indungsgemaSen MUC1 bindenden Erkennungsmolekule als 
Triplettseguenz 1 die Aminosaureseguenz SEQ ID NO. 1, die 
Aminosaureseguenz SEQ ID NO. 3 und die Aminosaureseguenz 
25 SEQ ID NO. 5. 

In einer weiter bevorzugten Ausf uhrungsf orm umfassen die 
erf indungsgemaJSen MUC1 bindenden Erkennungsmolekule als 
Triplettseguenz 1 die Aminosaureseguenz SEQ ID NO. 2, die 
30 Aminosaureseguenz SEQ ID NO. 4 und die Aminosaureseguenz. 
SEQ ID NO. 6. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm umfassen die 

erf indungsgemaiSen MUC1 bindenden Erkennungsmolekule als 

Triplettsequenz 1 die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 1, die 
Minosaureseguenz SEQ ID NO. 3 und die Aminosauresequenz 

5 SEQ ID NO. 5 und als Triplettsequenz 2 die 

Aminosauresequenz SEQ ID NO. 7, die Aminosauresequenz SEQ 
ID NO. 9 und die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 11. 

In einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsf orm umfassen die 

10 erf indungsgemafSen MUC1 bindenden Erkennungsmolekule als 

Triplettsequenz 1 die Aminosauresequenz SEQ ID. NO. 2, die 
Aminosauresequenz SEQ ID NO. 4 und die Aminosauresequenz 

SEQ ID NO. 6 und als Triplettsequenz 2 die 

Aminosauresequenz SEQ ID NO. 8, die Aminosauresequenz SEQ 
15 ID NO. 10 und die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 12. 

Eine weitere Ausftthrungsf orm der Erf indung betrif f t . Erken- 
nungsmolekule , bei . denen mindestens eine Aminosauresequenz 
der SEQ ID NO. 1 bis 12 durch Mutation > Deletion- nond/oder 
20 Insertion verandert ist, wobei jedoch. die Eigenschaft der 
Bindungsspezif itcit gegen das glykosylierte MDCl-Tumorepitop 
weiter besteht . Dies dient vorteilhaf terweise der 
Verbesserung der Erkennungsmolekule, beispielsweise in 
Bezug auf Affinitat, Loslichkeit und/oder Produzierbarkeit . 

25 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf oxro erfolgt die 
Modi fikat ion eines Erkennungsmolekuls durch eine oder 
mehrere Mutationen in einer oder mehreren 
Aminosauresequenzen ausgewahlt aus SEQ ID NO. 1 bis 12, 
30 wobei einzelne Aminosauren durch Aminosauren mit analogen 
physikochemischen Eigenschaf ten ersetzt werden, die die 3- 
dimensionale Strtiktur der Bindungsdomane des 
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Erkennungsmolekuls mit Vorteil nicht grundlegend verandern, 
so dass die MUC1 Spezifitat des Erkennungsmolek&ls erhalten 
bleibt. Aminosauren mit analogen physikochemischeii 
Eigenschaften im Sinne" der Erfindung konnen in 6 
verschiedene Gruppen zusammengefafit werden und sind in 
Tabelle 1 dargestellt . 



10 



15 



20 



25 



Tabelle 1: Aminosauren mit analogen physikochemischen 
Eigenschaf ten unberCLcksichtigt der molekularen Grdfie. 
Eigenschaft oder Aminosaure 
funktionelle Gruppe 



aliphatisch 



Hydroxy- Gruppe 
Carboxy- Gruppe 
Amid- Gruppe 
Amino - Gruppe 
aromatisch 



Glycin 

Alanin 

Valin 

Leucin 

Isoleucin 

Serin 

Threonin 

Asparaginsaure 

Glutaminsaure 

Asparagin 

Glutamin 

Lysin 

Arginin 

Phenyl alanin 

Tyros in 

Tryptophan 



30 



In einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsf orm der erfindungs- 
gemafien Erkennungsmolek&le, die MUC1 spezifisch binden*, ist 
mindestens eine Aminosauresequenz der Aminosauresequenzen 
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SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 7, 8, 11 und/oder 12 durch 
kanonische strukturvarianten bzw. aquivalente Strukturen 
mit den Aminosauresequenzen SEQ ID NO. 13 bis. 31 ersetzt, 
wobei die SEQ ID NO. 1 oder 2 durch eine Sequenz " der 
Sequenzen SEQ ID NO. 13 bis 2 0 (CDRH1) , die SEQ ID NO. 3 
Oder 4 durch eine Sequenz der Sequenzen SEQ ID NO. 21 bis 
23 (CDRH2) , die SEQ ID NO. 7 "oder 8 durch eine Sequenz der 
Sequenzen SEQ ID NO. 24 bis 29 (CDRLl) und die SEQ ID NO. 
11 oder 12 durch eine Sequenz der Sequenzen SEQ ID NO. 3 0 
bis 31 (CDRL3) ersetzt ist. 

Der generelle Zusammenhang zwischen einer Aminosauresequenz 
und der Tertiarstruktur der von diesen Sequenzen gebildeten 
Loops ist dem Fachmann bekannt und. wurde ausfuhrlich 
untersucht [Rooman et al., 1989; Martin, Thornton, 1996]. 
Ein spezielles Beispiel stellen die Immunglobuline dar. 
Durch Analyse der Loop-Konf ormationen der hypervariablen 
Regionen (complementarity determining regions, CDRs) in der 
leichten und der schweren Kette von Antikorpermolekulen 
wurden sogenannte kanonische Klassen def iniert [Chothia, 
Lesk, 1987; Chothia et al., 1986, 1989, 1992; Wu, Cygler, 
1993] . Auf dieser Grundlage wurden die kanonischen 
Strukturvarianten SEQ ID NO. 13 bis 31 der SEQ ID NO l, 2, 
3, 4, 7, 8, 11 und 12 abgeleitet . Unter einer aquivalenten 
kanonischen Strukturvariante versteht man erf indungsgemaE 
Aminosauresequenzen, die sich von den Ausgangssequenzen 
insoweit unter scheiden, daS an ' def iniert en Posit ionen 
mindestens eine Aminosaure ausgetauscht ist, ohne daS es zu 
einer Anderung der kanonischen Klasse ..kommt . 

Die Aminosauresequenzen SEQ ID NO. 1 bis 12 oder deren 
Modi fikat ionen in einem. MDC1 spezif ischen Erkennungsmolekul 
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im Sinne der Erfindung bilden raumliche Strukturen aus, 
beispielsweise so genannte Loops, die dadurch 
gekennzeichnet sind, dass sie eine def inierbare 
Tertiarstruktur und/oder" Quartarstruktur besitzen. Die 
Bindungsregion eines Erkennungsmolekftls mit dem MUC1 
Antigen wird von Minosaureresten gebildet, die von bis zu 
sechs variablen Loops an der Oberflache des Molekuls 
bereitgestellt werden, und die spezifisch mit MUC1 
interagieren . 

In einer weiteren Ausfuhrungsf orm der Erfindung werden 
Erkennungsmolekule, die MDC1 spezifisch binden, 
bereitgestellt, bei denen mindestens eine Sequenz der 
Sequenzen des Tripletts weggelassen . wird, die nicht 
unmittelbar an der Interaktion mit dem MUC1 Antigen 
beteiligt ist. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform • umfassen die. 
Erkennungsmolekule mindestens eine der Aminos aure sequenz en 
der SEQ ID NO. 1 bis 12 oder deren oben bescnriebene 
Varianten doppelt oder menrfach, wobei diese Dopplungen 
auch als Varianten der gleichen Aminosauresequenz vorkommen 
konnen. Alle die in diesem Abschnitt bescnriebenen 
Erkennungsmolekule erkennen vorteilhaf terweise das Antigen 
MUC1 spezifisch. Im Folgenden werden auch diese 
Erkennungsmolekule, die streng genommeri aufgrund des 
Weglassens oder Vervielf altigen von Sequenzen keine 
Triplettsequenzen tragen, trotzdem als Triplettsequenz 1 
oder Triplettsequenz 2 bezeichnet, urn die Anschaulichkeit 
zu vereinf achen. 
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In einer weiteren Ausfuhrungsf orm, umfassen die erfin- 
dungsgemaSen ErkennungsmolekCLle, die das glykosylierte 
MUCl-Tumorepitop spezifisch binden, . Amino saures equen z en , 
die eine Homologie von niindestens 60%, vorzugsweise -70%, 
5 bevorzugt 80% , ganz besonders bevorzugt 90% gegenuber den 
Sequenzen SEQ ID NO. 1 bis 12 aufweisen. 

Die ErkennungsmolekQle im Sinne der Erfindung konnen 
weiterhin Gerust sequenzen umfassen, die die umfassenden 

10 Aminosauresequenzen Aminosauresequenz SEQ ID NO. 1 oder 2 
und die Aminosauresequenz SEQ ID NO, 3 oder 4 und die 
Aminosauresequenz SEQ ID NO. 5 oder 6, oder deren oben 
beschriebene Varianten, voneinander trermen, und 
GerHstsequenzen, die die Aminosauresequenzen . SEQ ID NO. 7 

15 oder 8 und die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 9 oder 10 vmd 
die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 11 oder 12, oder deren 
oben beschriebene Varianten, voneinander trennen. Die erste 
und zweite Aminosauresequenz konnen dabei auf einem oder 
mehreren, bevorzugt zwei , Polypeptidketten vorkommen. Diese- 

20 Gerust sequenzen werden im Sinne der Erfindung als Spacer 
oder Frameworksequenzen bezeichnet und konnen 

unterschiedliche Langen und Sequenzen haben. Dabei sind 
ebenfalls solche Erkenntmgsmolekule ausdrucklich mit 
eingeschlossen, bei denen nicht alle Aminosauresequenzen 

25 der SEQ ID NO. 1 bis 12 oder deren oben beschriebenen 
Varianten durch Spacer getrennt werden. Dartiber hinaus 
haben die Erkennungsmolekaie vorzugsweise weitere 
f lankierende Aminosauresequenzen, die im Sinne der 
Erfindung auch als Gerilstsequenzen bezeichnet werden. 

30 

Die Gerustsequentzen haben insbesondere die Aufgabe, die 
beschriebenen Aminosauresequenzen, die fur die MUC1 
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spezifische Bindung der Erkennungsmolektile verantwortlich 
beziehungsweise beteiligt sind, - in eine geeignete Anordnung 
und raumliche Struktur zu bringen, damit die Bindung an das 
MDC1 erfolgen kann. Es kann vorgesehen sein, dass die 

5 Aminosauresequenzen SEQ ID NO. 1 bis NO. 12 ohne mindestens 
eine zusatzliche Amino sauresequenz als Gerustsequenz das 
MUC1 Antigen im Sinne der Erfindung nicht spezifisch binden 
konnen. Daruber hinaus k6nnen die Gerustsequenzen den 
Erkennungsmolekulen z.B. die notwendige biologische und 

10 chemische Stabilitat geben,. damit die raumliche Struktur 
effektiv aufgebaut und fur die Funktion und Anwendung in 
einer geeigneten funktionellen Form, die die MCTCl Bindung 
beinhaltet, erhalten werden kann. 

15 In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm werden die 
Triplettsequenzen in bestehende Proteine durch Austausch 
von Aminosauresequenzen und/oder durch Hinzufugung 
. eingeftigt, wobei die bestehenden Proteinsequenzen ' als 
. Gerustsequenzen • im Sinrie der Erfindung ,. dienen, : 

20 beziehungsweise Gerustsequenzen aus geeigneten Proteinen 
entnommen sind. Dabei konnen diese Gerustsequenzen 
beispielsweise durch Mutationen, Deletionen oder 
Insert ionen verandert werden. Hierbei bedient man sich dem 
Fachmann an sich bekannter Methoden der Molekularbiologie, 

25 Biochemie und Protein-Engineering. Bevorzugte Proteine 
hierfur sind PrQteine der Immunglobulin-Superf amilie, 
Protease-Inhibitoren, Lektine, Helix-Bundel- Proteine und 
Lipocaline, wie sie z.B. offenbart sind in: Nygren und 
Uhlen, 1997; Nuttall SD et al . , 1999 und Skerra, 2000. 



30 



In einer weiter bevorzugten Ausf uhrungsf orm sind die 
Gerustsequenzen -AntikSrpergerustsequenzen aus einer oder 
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10 



15 



20 



verschiedenen Spezies oder AminosauresequenzQn, die die 
Consensus sequenz. der Gerustseguenzen muriner, humaner 
und/oder Antikorper anderer Sauger nachahmen. .Eine 
Consensus sequenz ist eine idealisierte' Sequenz, in der 
reprasentativ an jeder Position die am meisten vorkommende 
Amino saure steht, wenn viele existierende Sequenzen, 
beispielsweise aus Antikorper-Datenbanken, miteinander 
verglichen werden. Dabei sind die hier bevorzugten 
Erkenniangsmolekule dadurch gekennzeichnet , dass die 
Gerustsequenzen f\ir die erste Triplett sequenz 1 umfassend 
die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 1 oder 2, die Amino s&ure- 
sequenz SEQ ID NO. 3 oder 4 und die Aminos&uresequenz SEQ 
ID NO. 5 oder 6, oder deren oben beschriebene Varianten, 
Antikorpergerustsequenzen der variablen schweren Kette VH, 
die in der Literatur auch als Framework- Sequenzen 
bezeichnet werden, sind und die Gerustsequenzen fttr die 
Triplett.sequenz 2 umfassend die Aminosauresequenz SEQ ID 
NO. 7 oder 8, die Aminosauresequenz, SEQ ID NO. 9 oder. 10 
und die Aminosauresequenz . SEQ ID . NO . 11 oder 12, oder deren 
oben beschrieben Varianten, Antikorpergerustsequenzen der 
variablen leichten Kette VL sind. 



Bevorzugt sind weiterhin Antikorpergerustsequenzen von 
Antikorpem aus Saugetieren, besonders bevorzugt sind Anti- 

25 korpergerust sequenzen humanen und/oder murinen Ursprungs. 
Die Gerustsequenzen konnen dabei aus 

Ant iko rp er ge rfts t s equenz en ve r s chi edene r Spe z i e s kombini er t 
werden. Diese Antikorpergerustsequenzen sind dem Fachmann 
bekannt und in verschiedenen Datenbanken zuganglich wie der 

30 Kabat-Datenbank (immuno.bme.nwu.edu) oder der Datenbank des 
National Center for Biotechnology Information 

(www.ncbi.nlm.nih.gov). Ebenfalls . .konnen diese 
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Antikorpergeruststrukturen durch • weitere Aminosauren 
verlangert, und/oder durch eine oder mehrere Mutationen, 
zl.B. Deletionen und/oder Insertionen, verandert werden, 
wobei die spezif ische Bihdung an das glykosylierte MUC1- 
5 Tumorepitop erhalten bleibt . 

Werden in einer bevorzugten Variante der Erfindung die 
Triplettsequenzen mit Antikorpergerustsequenzen kombiniert, 
stellt das Erkennungsmolekul eine variable Kette eines 
10 AntikSrpers oder eine davon abgeleitete Struktur dar. 

Besonders bevorzugte Antikorpergerustsequenzen als 
Gerustsequenzen im Sinne der Erfindung sind fur . die 
variable schwere Kette die Aminosauresequenzen entsprechend 

15 FRH1, FRH2 , FRH3 und FHR4 in Tabelle 2 und fur die variable 
leichte Kette die Aminosauresequenzen entsprechend FRL1, 
FRL2, FRL3 und FRL4 in . Tabelle 2, wobei die 
Aminosauresequenzen der Triplettsequenzen 1 urid 2 mit den 
SEQ ID NO. 1 bis- 12 den entsprechenden CDR-RegiOnen". der , 

20 • Ant ikorper entsprechen. Dabei setzen sich die variable 
schwere (VH) bzw. leichte (VL) Antikorperkette wie folgt 
zusammen: die VH: FRH1 - CDRH1 - FRH2 - CDRH2 - FRH3 - CDRH3 - FRH4 und 
die VL: FRL1 - CDRL1 - FRL2 - CDRL2 - FRL3 - CDRL3 - FRL4 . Tabelle 2 
erlautert die Positionen im Detail. Die Positionen der 

25 einzelnen Aminosauren bzw. Aminosauresequenzen entsprechen 
der Nummerierung von Aminosauren in AntikSrpermolekulen 
nach Kabat. 

Tabelle 2 : 



Name 


Posit ionsbereich. 


Pos . 


Amino saure bzw. 
Amino sauresequenz 


FRH1 


1 bis 30 


1 


E 



21 







2 


V 




• 


3 


K 






4 


It 






5 


V 






6 


E 






7 


S 




• 


8 


G 






9 


G 






10 


G 






11 


L 






12 


V 






13 


Q 






14 


P 






15 


G 






16 


G 






17 


S 






18 


M 






19 


K 






20 


L 






21 


S 






22 


C 




• 


23 


A Oder V 






24 


A, V, S Oder T 






25 


S 






26 


G 






27 


Y, F, S oder D 






28 


T 






29 


F, L Oder I 






30 


S 


CDRH1 


31 bis 35 




SEQ ID NO. 1 Oder 2 
und Varianten 
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FRH2 


36 bis 49 


36 


W 






37 


V 






38 


R 






39 


Q 






40 


s 






41. 


p 






42 


E 






43 


K 






44 


G 






45 


L 






46 


E 






47 


W 






48 


V 






49 


A 


CDRH2 


5 0 bis 65, wobei 
zusatzlich die Pos, 
52a, 52b uiid 52c 
eingefuhrt sind 




SEQ ID NO, 3 Oder 4 
urid Varianten 


FRH3 ■ 


66 bis 94 


66 


R 






67 


F 






68 


T 






69 


I 






70 


S 






71 . 


R 






72 


D 






73 


D oder V 






74 


a 






75 


K 






76 


S 






77 


S 






78 


V 



23 







79 


Y oder S 






80 


L 






81 


Q 






82 


M 






82a 


N 






82b 


N 






82c 


L 






83 


R 






84 


A Oder V 






85 


E 






86 


D 






87 


T 






88 


G 






89 


I 






90 


Y 








Y 






92 


C 






93 


T 






94 


R, G, N, K Oder S 


CDRH3 


95 bis 102, wobei die 
Pos. 100 nicht und die 
Pos. 99 teilweise 
nicht existiert 




SEQ ID NO. 5 Oder 6 
und' Varianten 


FRH4 


103 bis 113 


103 


W 






104 


G 




- 


105 


Q 






lUD 








107 


T 






108 


T 






109 


L 






110 


T 



24 







111 


V 






112 T 


S 






113 


S oder A 


FRL1 


1 bis 23 


1 


D 






2 


I, V oder L 






3 


V 






4 


M oder • L 






5 | 


T 






6 


Q 






7 


T oder A 






8 


P oder A 






9 


L oder F 






10 


S 






11 


L Oder N 






12 


P 






13 j 


V 






14 


S oder T 






15 


L I 






15 


G 




• 


17 


D Oder T 






18 


Q oder S 






19 


A 






20 


S 




- 


21 


I 






22 


S 






23 


C 


CDRL1 


24 bis 34, wobei 
zusatzlich die Pos. 
27a, 27b, 27c, 27d und 
27e eingefilhrt sind 




SEQ ID NO. 7 oaer 8 
und Varianten 


FRL2 


35 bis 49 


35 


W 



25 







36 


Y 




- 


37 


L 




• 


38 


Q 






39 


K 






40 


P 






41 


G 






42 


Q oder L 






43 


S 






44 


P 






45 


K oder Q 






46 


L 






47 


L 






48 


I oder V 






49 


Y 


CDRL2 


50 bis 56 




SEQ ID NO. 9 Oder 10 
und Varianten 


FRL3 


57 bis 88 


57 


G 






58 


V 






59 


p • 






60 


D 






61 


R 






62 


F 






63 


S 




i 


64 


G oder S 






65 


S 






66 


G 






O / 








68 


G 






69 


T 






70 


D 






71 


F 



26 







72 


T 






73 


L 






74 


K oder R 






75 


I 






76 


S 






77 


R 






78 


V 






79 


E 






80 


A 






81 


E 






82 


D 






83 


Ii oder V 






84 


G 






85 


V 






86 


Y 






87 


Y 






88 


C 


CDRL3 


89 bis 97 




SEQ ID NO. 11 Oder 
12 und Varianten 


FRL4 


98 bis 108 


98 


F 






99 


G 






100 


G oder D 






101 


G 






102 


T 






103 


K 






104 


L 






the: 








106 


I Oder L 






106a 


K 






107 


R 






108 


A 
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Die Aminosaiiresequenzen SEQ ID NO,. 32 und 33 entsprechen 
Aminos&uresequenzen rait bevorzugten Gerustsequenzen fur die 
5 variable schwere Kette.- Die Minosauresequenzen SEQ ID NO. 
34 und 35 entsprechen Minosauresequenzen mit bevorzugten 
GerCistsequenzen fur die variable leichte Kette. Bevorzugt 
ist dabei die Kombination SEQ ID NO. 32 und 34. Weiter 
bevorzugt ist die Kombination SEQ ID NO. 33 und 35. 

10 

Die zu verwendenden Techniken und Methoden zur Herstellung 
dieser Sequenzen sind dem Fachmann bekannt, ebenso ist der 
Fachmann in der Lage, geeignete Geriist sequenzen und/oder 
Mutationen auszuwahlen. 

15. 

Im Sinne der Erf indung konnen . die MUC1 spezif i'schen 
Erkennungsmolekule in verschiedenen Formaten vorliegen. Die 
grundlegende Struktur des ErkennungsmolekQls sind eine oder 
.mehrere Polypeptidketten, die oben bescjariebenen 

20 erf indungsgemaSen Triplettsequenz 1 oder Triplettsequenzen 
1 und 2 und Gerustsequenzen umfassen. Beispielsweise sind 
die Aminos auresequeiiz der variablen schweren Kette mit den 
Gerustsequenzen und den Triplettsequenzen 1 und die 
Aminosauresequenz der variablen leichten Kette mit den 

25 Gerustsequenzen und den Triplettsequenzen 2 nicht-kovalent 
oder kovalent miteinander verknupf t, und konnen auf einer 
oder mehreren Polypeptidketten liegen. Mehrere 
Polypeptidketten konnen kovalent, beispielsweise durch 
Disulf idbrucken, oder nicht-kovalent verbunden als 

30 Erkennungsmolekill .vorliegen. 
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Zu den unterschiedlichen erf indungsgemaSen Format en der 
Erkennungsmolekule gehoren insbesondere die Verkniipfungen 
der Triplettsequenzen mit Aminosauresequenzen, die xiber die 
oben beschriebenen Gerustsequenzen hinausgehen • In einer 

5 bevorzugten Variante umfassen daher erf indung sgemafie 
Erkennungsmolekule neben den Triplettsequenzen und den 
Gerustsequenzen weitere Zusatzsequenzen . Zusatzsequenzen 
sind insbesondere Aminosauresequenzen, die primar nicht der 
raumlichen Anordnung der Triplettsequenzen wie in Form der 

10 Gerustsequenzen dienen, diese jedoch vo.rteilhaft durch 
sekundare oder tertiare Wechselwirkungen beeinflussen 
konnen. Beispielsweise stabilisieren Zusatzsequenzen in 
Form von konstanten Dom&nen eines Antikorpers den 
Antikorper und bewirken eine Dimerisierung, wodurch es zu 

15 einer verbesserten Bindung des Antikorpers kommt, oder 
. beispielsweise bewirkt eine Fusion eines scFv. mit einer 
Domane eines Bakteriophagenhullproteins eine 

Aktivitatssteigerung der scFv-Bindung, wie sie z.B. in 
Jensen KB et al . , 2002 offenbart ist. ■ . ... 

20 

In einer bevorzugten Ausfubrungsf orra umfassen die 
Erkennungsmolekule Aminosauresequenzen mit Gerustsequenzen 
auf Antikorperbasis und neben den Triplettsequenzen weitere 
Zusatzsequenzen.* Die Zusatzsequenzen baben insbesondere 
25 mindestens eine der folgenden Aufgaben: 

a) Verknxlpfung einer Triplettsequenz mit ihren 
entsprechend geeigneten Gerustsequenzen mit mindestens 
einer weiteren Triplettsequenz mit ihren entsprechend 
30 geeigneten Gerustsequenzen, urn beispielsweise eine 

Bindungsf ahigkeit zu erzeugen oder zu verbessern; 
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b) der Stabilisierung der Domanen, beispielsweise durch 
einen Linker zwischen zwei Proteindomanen oder 
Amino sauresequenz en, die mit axideren der gleichen oder 
einer zwei ten Kette in Wechselwirkung treten; 

c) Ef fektorfunktionen fiir inununologische Aufgaben, 
beispielsweise durch Fusion mit Pc-Teil von 
Antikorpern, Chemokinen, Cytokinen, Wachs turns f aktoren 
oder Teilen davon, oder Antikorpern mit einer anderen 
Spezifitat oder Fragment en davon, zur Rekrutierung von 
Zellen des Iiranunsysteras, beispielsweise Makr ophagen , 
oder Teilen des Komp lenient systems ; 

d) . Fusion mit Tags, beispielsweise 

Multimerisierungssequenzen - zum Beispiel /x-tail- 
Sequenz aus IgM oder Assoziationsdom&ne aus p53 oder 
MBL - zur Multimerisierung der Core-1 bindenden Antei-le 
. f xir eine multivalehte Bindung oder zur Auf reinigung der 
Erkennungsmolek-CLle^ beispielsweise His-Tag oder z-um 
Nachweis, beispielsweise myc-Tag oder zur Markierung 
oder * Chelatisierung von Erkennungsniolekulen, 

beispielsweise durch Lysin-reiche Sequenzen. 

Geeignete Strukturen sind dem Fachmann bekannt oder durch 
logische SchluSf olgerung bzw. Routineversuche aus dem Stand 
der Technik abzuleiten. 

Dabei weiter bevorzugte Ausfilhrungsf ormen sind erfindungs- 
gemaSe Erkermungsmolekule, die folgende Formate umfassen: 
single chain Antikorperf ragment (scFv) , Fv- Fragment, (Fv) 2 - 
Fragment, Fab-Fragment, F (ab) 2 - Fragment , Multibody (Dia- , 
Tria-, Tetrabody) , Immunglobulin der Isotypen IgG, IgM, 
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IgA, IgE, IgD oder deren Subklassen, beispielsweise IgGl, 
Oder von Immunglobulinen abgeleitete Erkeimuiigsmolekule, 
die mindestens eine konstante -Domane umfassen. 

5 Dnter „Multibody* versteht man erf indungsgemaE ein single 
chain Antikorperf ragment , wobei die variable schwere Kette 
und die variable- leichte Kette direkt oder durch einen 
Linker so miteinander ' verbunden sind, daS eine 
Zusammenlagerung der VH und der VL nicht intramolekular 

10 sondem nur intermolekular stattfinden kann und so eine 
Ausbildung von Dia-, Tria- und/ oder Tetrabodies erf olgt . 

Unter „ Linker" versteht man erf indungsgemafi eine Amino saure 
oder eine Aminosauresequenz von bis zu 2 0 Minosauren, die 
15 die variable schwere Kette und die variable leichte Kette 
in einem single chain Antikorperf ragment verbindet. 

In einer bevorzugten Aus fulxrungs form sind die 
erf indungsgemaSen Erkeimungsmolekttle aus einer schweren und 

20 einer leichten Polypeptidkette zusammengesetzt, wobei die 
Aminosauresequenzen der schweren und leichten Kette jeweils 
eine der oben beschriebenen Triplettstrukturen umfassen, 
die die CDR Regionen des Antikorpers darstellen, die 
entsprechenden ' Antikorpergerustsequenzen, die die 

25 Frameworksequenzen der Antikorper darstellen, und 
Zusatzsequenzen, die mindestens eine der konstanten Domanen 
des AntikSrperisotyps umfassen. Die beiden Ketten konnen 
miteinander kovalente Bindungen eingehen. Die konstanten 
Regionen und variablen Regionen konnen dabei Sequenzen von 

30 Antik6rpern aus einer oder verschiedenen Spezies enthalten. 
Es konnen Teile von konstanten Domanen oder ganze konstante 
Domanen deletiert oder mutiert sein, beispielsweise um die 
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Ef f ektorfunktion der Zus at z sequenzen zu verandern, 
beispielsweise die Bindung an Fc-Rezeptoren zu verhindern 
oder zu verbessern. In einer' bevorzugten Aus f£tixrungs form 
ist das Erkennungsmolektll ein muriner, chimarisierter, 

5 humanisierter, partiell humaner oder humaner Antikdrper 
Oder Antikorperf ragment . Die Chimarisierung erfolgt 
beispielsweise durch Verknupfung der variablen 
Antikorperdom&ien mit konstanten Antikorperdomanen oder 
Fragment en der konstanten Domane von Antikorpern 

10 verschiedener Spezies . Bevorzugt sind Sequenzen der 
konstanten Domanen humaner Antikorper. Beispiele fur murine 
Antikorper sind ml gG-Pankol bestehend aus den Sequenzen SEQ 
ID NO. 60 und 62 und mIgG-Panko2 bestehend aus den 
Sequenzen SEQ ID NO, 61 und 63. Beispiele fur chimare 

15 Antikorper sind die Erkennungsmolekule clgG-Pankol 
bestehend aus den Sequenzen SEQ ID NO. 64 und 68 und clgG- 
Panko2 bestehend aus den Sequenzen SEQ ID NO. 65 und 69. 

Die Antikorpergerustsequenzen konnen so gewahlt \werden> 
20 dass die Sequenzen weitestgehend homolog zu humanen 
Antikorpersequenzen sind. Die Wahl filr den Speziesur sprung 
der Geriistsequenzen hangt auch von der Anwendxing ab. So 
werden fur eine therapeutische Anwendung in bestimmten 
Bereichen moglichst groSe Anteile an humanen 
25 Gerust sequenzen bevorzugt, vor allem dann, wenn eine human 
anti-Maus Antikorper ant wort (HAMA) vermieden werden soil. 
In anderen therapeutischen Bereichen ist ein Xenoanteil 
voirteilhaft f da er das Immunsystem in einer zuseLtzlichen 
Weise stimuliert. Eine Kombination beider ist in einigen 
30 Fallen besonders geeignet, vor allem dann, wenn in einer 
Erstimmunisierung ein Xenoanteil vorteilhaft und bei 



32 



sp&teren Anwendungen eift spezieskonf orraer und damit humaner 
Anteil vorteilhaft 1st* 

Bevorzugt ist eine Homologie zu humanen Consensus sequenz en, 
5 wobei filr die variable schwere Kette die HuHIII und fur die 
variable leichte Kette die HuKII bevorzugt wird. Besonders 
bevorzugt ist eine Homologie zu humanen Keimbahnsequenzen, 
die dem Facttmann bekannt sind und zum Beispiel uber die V 
BASE Datenbank (www.mrc-cpe.cam.ac.uk) oder die Datenbank 
10 des National Center for Biotechnology Information 
( www. ncbi .nlm.nih.gov) zuganglich sind. 

Die zu verwendenden Techniken und Methoden zur Herstellung 
dieser sequenzen sind dem Fachmann bekannt, ebenso ist der 
15 Fachmann in der Lage, geeignete humane Sequenzen 
auszuwahlen und/oder moglicherweise notwendige Mutationen 
der Sequenzen durchzuf uhxen . 

: In einer weiteren Ausfuhrungsf ofm "sihd zusatzlich' -die 
20 Triplettsequenzen, die im allgemeinen den Bi'ndungs- Loops 
(CDR-Regionen) entsprechen und die bevorzugt starke 
Homologien zu den entsprechenden Sequenzbereichen in der 
humanen Keimbahnsequenz haben, diesen schrittweise durch 
einfache Mutationen angeglichen, ohne die spezifische 
25 Bindung an das glykosylierte MUCl-Tumorepitop zu 
beeintr^chtigen. Erkennungsmolek&le mit diesen Sequenzen 
werden hier als partiell humane Antikorper oder 
Antikorperf ragmente bezeichnet . 

30 In einer weiteren bevorzugten Ausf ilhrungsf orm werden 
bestimmte Aminosauren der Ant ikorpergexilst sequenzen einer 
Spezies durch andere ausgetauscht , urn normalerweise weniger 
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immunogene Regionen zu generieren. Dies beinhaltet * dem 
Fachmann an sich bekannte Technologies beispielsweise 
Technologien der Humanisierung, beispielsweise CDR- 
Grafting, Resurfacing, Chain- Shuf fling mit Mutationen und 
5 Deimmunisierung durch Mutation oder Deletion von humanen 
MHC Epitopen. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm handelt es sich. urn ein 
vom IgM abgeleitetes Erkennungsmolekul mit den 

10 entsprechenden konstanten Domanen eines IgM, bevorzugt 
humanen Sequenzen. Im Sinne der Erfindung setzten sich 
Immunglobuline aus der schweren Kette und der leichten 
Kette eines Antikorpers zusammen, wobei bevorzugt 2 leichte 
und 2 schwere Ketten eine Einheit darstellen. 

15 ' Immunglobuline des IgM Typs bestehen meist aus 5 solchen 
Einheit en, die zusatzlich zu Disulf idbrucken durch die J- 
Kette miteinander verknilpft sind. 

In einer besonders. bevorzugten Ausf uhrungs form ist die 0*- 
20 Kette nicht vorhanden, wobei es ebenfalls zur 
Multimerisierung der Untereinheiten kommt, wobei hier hexa- 
und pentamere Strukturen vorliegen kSnnen. Beispiele fur 
chimare IgM Antikorper sind die Erkennungsmolekule clgM- 
Pankol bestehend aus den Sequenzen SEQ ID NO. 66 und 68 und 
25 dgM-Panko2 bestehend aus den Sequenzen SEQ ID NO, 67 und 
69. 

In einer bevorzugten Ausf tthrungs form der Erkennungsmolekule 
handelt es sich um Single chain Antikorperf ragmente 
30 umfassend eine Triplettstruktur 1 mit entsprechenden oben 
beschriebenen AntikorpergerCist sequenzen, die die CDR 
Regionen des Antikorpers und Frameworksequenzen der 
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variablen Domane der schweren. Kette von Antikorpern 
darstellen, und eine Triplettstruktur 2 mit den 
entsprechenden oben beschriebenen 

Ant ikorpergerust sequenzen, die die CDR Regionen des 

5 Antikorpers und Frameworkseguenzen der variablen Domane der 
leichten Kette von Antikorpern darstellen, die kovalent 
miteinander in Form eines Fusionsproteins verknupft sind. 
Hierbei sind die Sequenzen direkt Oder durch einen Linker 
miteinander verknupft. 

10 Bevorzugt sind hier scFv Formate ohne Linker oder mit einem 
Linker von 1 bis 9 Aminos aur en Lange. Diese scFv Antikorper 
bilden multimere Strukturen (beispielsweise Dia- , Tria- , 
Tetrabodies) , die im Sinne der Erf indung auch als 
Multibodies bezeichnet werden und zeigen aufgrund der 

15 Multivalenz eine hohere Aviditat zum glykosylierten MUC1- 
Tumorepitop . Wie in Beispiel 8 ausgefuhxt bindet . im 
radioaktiven Zellbindungstest der Multibody mit der Sequenz- 
SEQ ID NO . 45 um ein Vielfach.es besser . . an die 
.Brusttumorzelllinie. T47D als der scFy Antikorper , mit ..der. 

29 . Sequenz SEQ ID NO. 36. Diese multivalenten Fragmente im 

Dia/Triabody Format sind besonders bevorzugte Ausf uhrungs- 
forraen der Erfindung und sind aufgrund verbesserter 
pharmakokinetisciier Eigenschaf ten fur die Tumortherapie von 
Vorteil. Bevorzugte Sequenzen sind die Sequenzen SEQ ID NO. 
25 36 bis 47. Besonders bevorzugt sind die Sequenzen SEQ ID 
NO. 48 bis 59. 

Besonders bevorzugte Ausfxlhrungsf ormen der 

erf indungsgem&Sen Erkennungsmol ekiile s ind 

30 Erkennungsmolekule, die die Sequenzen SEQ ID NO. 48 bis 59, 
SEQ ID NO. 61, 63, 65 oder 69 umfassen, da diese wie in den 
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Beispielen naher beschrieben eine . Kombination aller 
- Bindungseigenschaf ten a) bis h) aufweisen. 

In einer weiter bevorzugten Ausf iihrungsf orm sind die 

5 Erkennungsmolekiile fusioniert, chemisch gekoppelt, kovalent 
Oder nicht -kovalent assoziiert mit (i) 

Immunglobulindomanen verschiedener Spezies, (ii) 

Enzymmolekulen, (iii) Interaktionsdomanen, (iv) 

Signal sequenz en, (v) Fluoreszenzf arbstof f en, (vi) Toxinen, 

10 (vii) katalytischen Antikdrpern, (viii) einem oder mehreren 
Antikdrpern oder Ant ikorper fragment en mit anderer 
Spezifitat, (ix) zytolytisclien Komponenten, (x) 

Iiranunmodulatoren, (xi) Immunef f ektoren, (xii) MHC-Klasse I 
oder Klasse II Antigenen, (xiii) Chelatoren zur 

15 radioaktiven Markierung, (xiv) . Radioi sot open, (xv) 
Liposomen, (xvi) Transmembrandomanen> (xvii) Viren und/oder 
Zellen. Zellen konnen Bakterien--, Hefe-, Pflanzen-, 
Insekten- und/oder Saugerzellen sein. Bevorzugt sind 
Saugerzellen wie beispiel'sweise 'murine, humane oder 

20 Hamsterzellen. Besonders bevorzugt sind Ef f ektorzellen. 
„Ef f ektorzellen* im Sinne der Erfindung sind Zellen, 
bevorzugt humane Zellen, die Immunreaktionen vermitteln wie 
beispielsweise Makrophagen , Dentritische Zellen, 

Lymphozyten und NK- Zellen. AuBerdem konnen die 

25 Erkennungsmolekule insbesondere mit einem Tag fusioniert 
sein, die die Detektion des Erkennungsmolektils und deren 
Aufreinigung ermoglichen, wie zum Beispiel ein Myc-Tag oder 
ein His-Tag. Diese zusammengesetzten Molekftle werden im 
Sinne der Erfindung . als „Kons.trukte w bezeichnet. 

30 Technologien zur Herstellung dieser Konstrukte sind dem 
Fachmann bekarmt, ebenso ist der Fachmann in der Lage, 
geeignete Sequenzen -und Komponenten auszuwahlen und mit den 



36 

erf indungsgemafien Erkennungsmolekiilen in geeigneter Weise 
zu verbinden. 



In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm sind die 
5 beschriebenen Erkennungsmolekule auf Antikorper- oder Anti- 
korperf ragment -Basis mit Peptiden oder Proteinen, die nicht 
von Immunglobulinen abgeleitet sind, fusioniert. 
Beispielsweise wird die Multimerisierungsdomane eines 
Nicht -Immiinglobulinmolek^ls mit einem scFv fusioniert, 
10 insbesondere das C-terminale Ende der alpha-Kette des C4 
Bindungsproteins, wie es bei Tonye Libyh M. et al., 1997 
beschrieben ist, und somit ein multivalentes 
Erkennungsmolek-Cil konstruiert. 

15 In einer weiteren Ausfuhrungsf orm wird ein scFv mit einer 
T r ansmemb r andomane eines Nicht -Immunglobulinmolekuls fusio- 
niert, beispielsweise mit der Transmembrandomane des c-erb 
B2, des h-PDGFR; des humanen . Trans f err inrezep tors oder des 
. humanen Ajsialbglykoprotein-Rezeptors (Liao et alv.> * ;»20.00)..v • 

20 und somit die Expression von Bindungsmolekulen auf der 
Oberflache von Zellen ermoglicht- 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsf orm der Erfindung 
. umfasst erfindungsgemaSe Erkennungsmolekule, die weiterhin 

25 Aminosauresequenzen umfassen, die spezif isch an Makrophagen 
oder andere Immunef f ektorzellen binden. Beispielsweise 
umfassen die erf indungsgem§JSen Erkennungsmolekule weiterhin 
eine AntikSrperbindungsstelle gegen CD64, wodurch es in 
Form eines bispezif ischen Antikorpers.beziehungsweise Anti- 

30 korper fragments (Diabodies) zur Bindung von Makrophagen an 
MUC1 positive Tumorzellen kommt, was zu deren Bekampfung 
und/oder Zerstorung f uhrt . 
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Eine bevorzugte Ausfuhrungsf orm der Erfindung betrifft 
radioaktiv markierte MUC1 spezifische Erkeimungsmolektile . 
Eine bevorzugte Form sind" Erkennungsmolekule auf der Basis 

5 von Antikdrpern oder Antikorperf ragmenten . Eine weitere 
■. bevorzugte Ausfuhrungsf orm sind radioaktiv markierte 
erf indungsgemaSe Erkennungsmolekule im single chain Format 
(einschliefilich als Dia-, Tria-, Tetrabodies) . Weitere 
bevorzugte Formen sind radioaktiv markierte single chain 

10 AntikSrperf ragmente und ganze Immunglobuline, 

beispielsweise erf indungsgemaSe murine, chimare oder 
humanisierte IgG oder IgM Antikorper oder murine oder 
humanisierte Antikorperf ragmente . Die Erfindung ist 
selbstverstandlich nicht auf diese AntikSrper, die 

15 radioaktive Markierung und diese Formate der Antikorper 
beschrankt . — 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm handelt es sich urn 
radioaktiv-markierte v oder. ^ * ■ taxin-markierte 

20 Erkennungsmolekule, die xenogene Anteile, beispielsweise 
murine Anteile, im Fc Teil des Antikorpers besitzen, damit 
die radioaktiven Antikorper im Menscheji im Blut eine 
kurzere Verweildauer haben und schneller ausgeschieden 
werden. Beispiele hierfttr sind die Erkennungsmolekule mlgG- 

25 Pankol bestehend aus den Sequenzen SEQ ID NO, 6 0 und 62 und 
mIgG-Panko2 bestehend aus den Sequenzen SEQ ID NO. 61 und 
63 . Eine weiter bevorzugte Variante sind solche 
Erkennungsmolekule auf Antikdrperbasis, bei denen die 
murinen Anteile minimiert sind, jedoch die murinen Anteile 

30 enthalten, die fur die Entfernung aus dem Blut (clearance) 
verantwortlich sind. Dem Fachmann ist bekannt wie er die 
entsprechenden Anteile ermittelt. 
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Antikorperfragmente wie die bevorzugten multivalent en scFv 
Firagmente insbesondere ohne oder mit sehr kurzem Linker 
bieten gegenuber intakteii monoklonalen Antikorpern einen 

5 Vorteil f&r das Targeting von soliden Tumoren, Bei intakten 
Antikorpern, die in Biodistributionsstudien eine 
spezifische Anreicherung im Tumorareal zeigen, fallt bei 
genauer Untersuchung des Tumors eine inhomogene 
Antikdrperverteilung mit vornehmlicher Anreicherung im 

10 Randbereich auf. Zentral gelegene Tumoranteile werden 
aufgrund von Tumornekrosen, inhomogener Antigenverteilung 
sowie einem erhohten interstitiellen Gewebedruck mit diesen 
Antikorperkonstrukten nicht erreicht . Kleinere 

Antikorperfragmente zeigen dagegen eine schnelle Tumor- 

15 markiemng, dringen tiefer in den Tumor ein und werden 
gleichzeitig relativ schnell aus der Blutbahn entfernt. Die 
Dissoziationskonstante von monovalenten 

Antikorperf ragmenten wie Fabs oder scFv ist allerdings 
oftmals. zu . riiedrig, was in einer kurzen Verweildauer • an.:.den. 

20 Tumor,zellen ■ resultiert . Deshalb bieten multivalente 
Antikorperfragmente und -konstrukte wie beispielsweise 
Multibodies (Diabodies, Tria/Tetrabodies) , F(ab") 2 und 
andere Minibodies (multivalente Antikorperkonstrukte 
bestehend aus der Bindungsdomane und einer 

25 Multimerisierungssequenz, beispielsweise scFv und CH3 
Domane eines IgG) in der Tumortherapie viele Vorteile . 
Multivalenten Antikorperfragmente im Dia/Triabody Format 
(Multibodies) sind bevorzugte Ausftihrungsf ormen der 
Erfindung und sind aufgrund verbesserter 

30 pharmakokinetischer Eigenschaf ten filr die Tumortherapie von 
Vorteil und wurden zur Verwendung in der Tumortherapie 
weiter entwickelt. Sie kdnnen als Vehikel fur die 
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spezifische Anreicherung von zum Beispiel zytotoxischen 
Substanzen wie Chemother apeutika oder Radionuklide im Tumor 
verwendet werden. Durch geeignete Radionuklidwahl konnen. 
Tumorzellen uber eine Distanz von mehreren Zelldurchmessem 
5 abgetotet werden, wodurch auch Antigen-negative Tumor zellen 
in einem Tumorareal erfasst und die schlechte Penetration 
der Antikorper in solide Tumoren zumindest teilweise 
ausgeglichen werden konnen. 

10 Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsf orm der Erfindung 
sind radioaktiv markierte Multibodies, die besonders 
vorteilhafte pharmakokinetischen Eigenschaf ten vereinen mit 
einer in der Kombination gegeniiber ganzen Immunglobulinen 
und scFv verbesserten Tumorre tent ion, Tumorpenetration, 

15 Serumhalbwertszeit und Serum zu Tiimor- 

Verteilungsverhaltnis . Weitere Vorteile sind die hohe 
Aviditat und die bakterielle Expression, die e.S erlaubt, 
kostengunstig diese Erkennungsmolekule herzustellen. Damit 
eignet sich dieses be sondere Format' der * erf indungsgemaJSen 

20 Erkennungsmolekule vorteilhaf terweise bevorzugt fur die 
Behandlung von kleinen Primartumoren, Metastasen und 
minimal residual Erkrankungen . 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsf orm der* Erfindung sind nicht 
25 radioaktiv markierte Erkennungsmolekule. Eine bevorzugte 
Form hierbei sind Erkennungsmolekille auf der Basis von 
Antikorpern oder Antikorper fragment en. 

Weitere bevorzugte Ausfuhrungsf ormen sind toxin- oder 
30 Zytostatika-gekoppelte erf induhgsgem&Se chimarisierte oder 
humanisierte IgG und IgM basierte Erkennungsmolekule und im 
Besonderen Multibodies (Dia- Tria- , Tetrabodies) mit 
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besonders vorteilhaf ten ' pharmakokinetisclien Eigenschaf ten 
wie oben ausgefuhrt, 

Eine weitere bevorzugte Aus fiihrungs form sind Liposomen, die 
5 beispielsweise mit Toxinen oder Zytostatika beladen sind, 
. und die auf ihrer Oberflache erf indungsgemaSe 
Erkennungsmolekule tragen. 

Der Fachmann ist in der Lage, geeignete Radioisotope, 
10 Toxine und Zytostatika auszuwahlen. Geeignete Techniken, 
Verfahren, Dosierungen und Formulierungen sind dem Fachmann 
bekannt . 

Eine weitere bevorzugte Ausfxlhrungsf orm der Erfindung sind 
15 Ef fektorzellen des Immunsys terns , auf deren Oberflache 
erf indungsgemaSe Erkennungsmolekule gebunden sind, die die 
Ef fektorzellen zu MUC1 tragenden Tumorzellen 

dirigieren/adressieren und dadurch deren Bekampfung 
und/oder Zerstoren vermittelnv Bevorzugte Ef f ektorzellen; 
20 sind Makrophagen, dendritische Zellen und NK-Zellen, die 
aus dem Patienten gewonnen we r den und ex vivo mit den 
Erkennungsmolekillen gekoppelt werden. Weiter bevorzugt sind 
Zelllinien dieser Zelltypen. Die Kopplung erfolgt 
beispielsweise durch bispezif ische Erkennungsmolekxile, die 
25 neben den MUC1 spezifischen Anteilen weite.rhin Aminosauren 
umfassen, die eine Bindung an die Ef fektorzellen 
vermitteln. Beispielsweise sind dies bispezif ische 
Antikorper, Komplementanteile oder konstante Domanen von 
Antikorpern. 

30 

Eine weiter bevorzugte Ausf uhrungsf orm sind hierbei 
Makrophagen aus dem Patienten, die nach Gewinnung mit einem 
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bispezif ischen Antikorper beispielsweise in Form ganzer 
Antikorper, bevorzugt chemisch gekoppelter Fab- Fragment e 
oder. welter bevorzugt Diabodies, die zum einen CD64 
erkennen und zum anderen erf indungsgemaS MUC1 spezifisch 

5 sind. Diese Makrophagen, die uber die CD64 Spezifitat die 
bispezif ischen Erkennungsmolekule tragen, werden dem 
Patienten in einer geeigneten Formulierung wieder 
zugefuhrt, urn den MUC1 posit iven Tumor zu bekampfen. Die 
hierzu verwendeten Techniken und die geeigneten Verfahren, 

10 Dosierungen und Formulierungen sind dem Fachmann bekannt. 
Eine weiter bevorzugte Aus fuhrungs form sind Makrophagen aus 
dem Patienten, die nach Gewinnung mit einem 
erf indungsgemaSen MUC1 spezifischen Antikorper oder 
Ant ikoper fragment, die den konstajiten Teil eines 

15 Antikorpers umfassen, der an Makrophagen uber die an sich 
bekannten Fc-Rezeptoren bindet. Dabei konnen die 
Erkennungsmolekule entweder als ganze Antikorper, bevorzugt 
chimare oder humanisierte IgG oder IgM, oder als 
Antikorper fragment, beispielsweise scFv, • Fab oder 

20 Multibodies in Form eines Fusionsproteins oder chemisch 
gekoppelt mit dem dem Fachmann bekannten Teil der 
konstanten Domane von Antikorpern, an die Makrophagen 
binden. Diese die Erkennungsmolekule .trage.nden Makrophagen 
werden dem Patienten in einer geeigneten Formulierung 

25 wieder zugefuhrt, urn den MUC1 positiven Tumor zu bekampfen. 
Die hierzu verwendeten Techniken und die geeigneten 
Verfahren, Dosierungen und Formulierungen sind dem Fachmann 
bekannt. 

30 Eine weiter bevorzugte Aus fuhrungs form sind Zelllinien oder 
Zellen aus dem Korper wie die oben beschriebenen 
Ef fektorzellen, die mit Mblekulen transf iziert werden, die 
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erf indungsgemafie MUC1 spezif ische Erkennungsmolekfile und 
weiterhin Elemente umfassen, die eine Expression und eine 
Verankerung in der Membran bewirken, beispielsweise 
transmembrane Domane, und die Aktivierung der 

5 Ef fektorzellen bei Kontakt mit einer MUC1 tragenden 
Tumorzelle vermitteln. Die entsprechenden Elemente sind dem 
Fachmann bekannt. Beispielsweise wird eine dendritische 
Zelllinie mit einem Vektor transf iziert , der ein 
Erkennungsmolekul umfasst, das ein erf indungsgemaSes scFv 

10 oder Multibody und eine Transmembrandomane und eine 
aktivierende Dom&ne umfasst. In einem anderen Beispiel 
werden dazu Makrophagen viral transf iziert . Diese die 
Erkennungsmolekul e tragenden Ef fektorzellen werden einem 
Patienten in einer geeigneten Formulierung zugefuhrt um den 

15 MUC1 positiven Tumor zu bekampfen. Die hierzu verwendeten 
Techniken und die geeigneten Verfabren, Dosierungeri und 
Formulierungen sind dem Fachmann bekannt. 

Die Erfindung betrifft auch Nukleinsauremolekule, di^ "ein.. 

20 oder miebrere genetische Sequenzen umf assen, die mindestens 
eines der obeh beschriebenen erf indungsgemaEen 
Erkennungsmolekule und/oder Konstrukte kodieren. Auf grund 
des degenerierten genetischen Codes konnen diese 
Nukleinsauremolekule sehr unterschiedliche Sequenzen haben. 

25 Die Wahl der Codons ist ebenfalls von der Zelle abhangig, 
die fttr die Herstellung des Erkennungsmolekul s verwendet 
wird, da in unterschiedlichen Zellen aus unterschiedlichen 
Organismen haufig unterschiedliche Codons bevorzugt werden 
und die Expressionsrate stark beeinflusst werden kann, 

30 beispielsweise sind die in eukaryontischen Genen bevorzugt 
verwendeten Codons AGA und AGG fur Arginin in Bakterien nur 
selten vertreten. Hier treten die Codons CGC und CGU 
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deutlich haufiger auf. Das erf indungsgemaSe 

Nukleinsauremolekul ist in bevorzugten Ausfilhrungsf ormen 
eine genomische DNA, eine cDNA .und/oder eine RNA. Die 
Kriterien zur Wahl geeigneter Codons und die . Herstellung 
5 eines geeigneten Nukleins&uremolekills sind dem Fachmann 
bekannt • 

Weiterhin betrifft die Erfindung Vektoren zur Expression 
der Erkennungsmolekftle insbesondere in Zellen. Unter einem 

10 Vektor versteht man im Sinne der Erfindung ein 
erf indungsgemafies Nukleinsauremolekiil , das zur Expression 
des Erkennungsmolekuls dient und das eine 

Nukleinsauresequenz, die ein oder mehrere genetische 
Sequenzen umfasst, die mindestens . eines der oben 

15 beschriebenen Erkennungsmolekule kodieren, und insbesondere 
mindestens einen Promotor umfasst, der die Expression des 
Erkennungsmolekuls bewirkt. Vektoren k6nnen r ■ dabei 
selbstverstandlich weitere Elemente umfassen, die dem 
Fachmann bekannt sind und die bfeispielsweise der Veinnehrung 

20 von Vektoren zur Herstellung in geeigneten Zellen und zur 
Klonierung dienen. Die Nukleinsauresequenz en konnen auf 
einem oder mehreren Vektoren vorliegen, beispielswei'se wird 
in einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm die schwere Kette 
eines erf indungsgemafien Iramunglobulins durch einen und die 

25 leichte Kette durch einen anderen Vektor kodiert. In einer 
weiteren bevorzugten Ausftihrungsf orm der Erfindung sind die 
variable Dora&ne der leichten Kette und die variable Domane 
der schweren Kette auf dem gleichen Vektor unter einem 
Promotor als Fusionsprotein kodiert. AuSerdem konnen im 

30 Sinne der Erfindung Nukleinsauresequenzen, die Teile eines 
Erkennungsmolekuls kodieren, .durch unterschiedliche dem 
Fachmann bekannte Promotoren exprimiert werden. In einer 
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weiteren Ausftihrungsf orm konnen' die unterschiedlichen 
Nukleinseiuresequenzen auf einem gemeinsamen Vektor liegen. 
Dabei kann jede Sequenz durch einen .eigenen, gleichen oder 
unterschiedlichen, Promotor exprimiert werden oder die 

5 Sequenzen konnen in einem bicistronischen Vektor unter 
einem Promotor vorliegen, Bevorzugt werden durch die 
unterschiedlichen Promotoren unterschiedliche 

Expressionsraten der Teile der Erkennungsmolekule erreicht, 
die eine Bildung des gesamten Erkennungsmolekuls gegemiber 

10 einer gleichen Expressionsrate der verschiedenen Teile 
verbessert . Weiterhin bevorzugt werden Promotoren 
verwendet, die induzierbar sind, urn eine Expression des 
Erkennungsmolekuls zu verbessern. Besonders bevorzugt 
umfassen die Vektoren weiterhin andere dem Fachmann 

15 bekannte regulatorische Elemente, beispielsweise Enhancer, 
die die Expression des Erkennungsmolekuls oder Teile davon 
verstarken, beispielsweise der CMV Enhancer oder 
Immunglobulin-Enhancer-Sequenzen. Bevorzugt umfassen die 
Nukleinsauremolekule . land - Vektoren zusatzlich 

20 Nukl e insaur e sequenz en , die als Signal sequenz en zur 
Sekretion des Erkennungsmolekuls oder Teilen davon dienen, 
die dem Fachmann an sich bekannt sind, beispielsweise PelB, 
OmpA oder MalE fur prokaryontische Zellsysteme bzw. das 
Signalpeptid des T-Zellrezeptors, der Immunglobulinketten, 

25 des t-PA oder EPO filr eukaryontische Zellsysteme [Boel et 
al., 2000; Herrera et al., 2000]. Dies erleichtert 
vorteilhaf terweise die Reinigung und/oder verbessert die * 
Ausbeute der Erkennungsmolekule. Die Verf ahren zur 
Herstellung der oben beschriebenen Nukleins&uren und 

30 Vektoren, geeigneter Promotoren, Enhancer und 

Vektorkonstrukte sowie die Kriterien zu deren Wahl sind dem 
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Fachmann bekannt und werden in den . B'eispielen n§iier 
erlautert . 

In einer besonderen Ausf uhrungsf orm der Erfindung umfasst 

5 der erf indungsgemaSe Vektor weiterhin 

Nukleins&uresequenzen, die ftir . virale Proteine kodieren. 
Als eine besondere Form eines Vektors wird dabei der Virus 
selbst bezeichnet, dessen genet isches Material eine 
Nukleins&uresequenz umfasst, die fur ein erf indungsgemaSes 

10 Erkennungsmolekul kodiert . In einer bevorzugten Form 1st 
das Erkennungsmolekul ein Fusionsproteiii mit einem 
Virushullprotein oder Teilen davon, das es ermoglicht, dass 
nicht nur das genetische Material die Nukleinsauresequenz 
des Erkennungsmolekul s umfasst, spndern auch das 

15 Erkennungsmolekul selbst auf der Oberflache des Virus 
bindungsaktiv vorliegt, beispielsweise ein 

erf indungsgem&Ees scFv Erkennungsmolekul als Fusionsproteiii 
mit einem Hullprotein von fur gentberapeutische Anwendungen 
. geeigneten Adenoviren, Poxviren ' oder • Vacciniaviren..-: vDies 

20 vermittelt die Adressierung des Virus, zu einer MUC1 
exprimierenden Tumorzelle, wodurch es zur Expression des 
Erkennungsmolekuls in. der Tumorzelle kommt. Dies kann zur- 
Expression des Erkennungsmolekuls in vivo im Organismus 
oder in vitro in der Zellkultur verwendet werden. Bevorzugt 

25 werden dabei bekannte Systeme verwendet, die einen 
Helfervirus zur Replikation verwenden, urn beispielsweise 
die Sicherheit eines diesen Vektor umf assenden 
gentberapeutischen Verfahrens zu gewShrleisten. Die 
Verfahren zur Herstellung der beschriebenen viralen 

30 Vektoren, zur Infektion und Expression der 

Erkennungsmolekille sind dem Fachmann bekannt. 
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In einer weiteren besonderen Ausf uhrungsf orra umfasst der 
erf indungsgemaSe Vektor ein Fusionsprotein aus einem 
erf indungsgemaSen Erkennungsmolekul und einem Protein oder 
Peptid, das spezifisch an" ein Virus bindet. Die gewonnenen 

5 Erkeimungsmolekule konnen so mit Vorteil zur Adressierung 
des Virus an eine MUC1 exprimierende Zelle verwendet 
werden. So kann z.B. der Transfer des genet ischen Materials 
uber Infektionen vermittelt werden, wodurch es ermoglicht 
wird, spezifische Molekule, die durch das genetische 

10 Material des Virus kodiert werden, in den Zellen in vivo im 
Organismus in Form einer Gentherapie oder in vitro in der 
Zellkultur zu exprimieren. 

Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahxen zur 

15 Gewinnung der Erkennungsmolekule umfassend das Einbringen 
von ein* oder mehreren erf indungsgemaSen Vektoren, die ein 
oder mehrere erf indungsgemaEe . Nukleinsauremolekule 
enthalten, iii eine geeignete .Wirtszelle, die- Kultiviemng 
dieser Wirtszelle* ■ tinter geeigrieten - Bedingungen und die 

20 Bereitstellung von ein oder mehreren Erkennungsmolekulen 
aus den Zellen oder dem Kulturmedixam. Unter dem Begriff 
„ Einbringen von Vektoren u versteht man im Sinne der 
Erfindung dem Fachmann an sich. bekannte Technologien mit 
denen der Vektor in eine Wirtszelle gebracht wird, 

25 beispielsweise Elektroporation, Transf ektion unter 
Verwendxing kationischer Lipide oder Infektion und dort 
transient oder,. stabil verbleibt. Unter dem Begriff „Bereit- * 
stellung von einem oder ■ mehreren Erkennungsmolekulen w 
versteht man im Sinne der Erfindung .dem Fachmann an sich 

30 bekannte Technologien mit denen die wcLhrend des 
Kultivierungsprozesses exprimierten Erkennungsmolekiile aus 
* dem Kulturuberstand und/ oder Zellen gewonnen werden, 
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beispielsweise unterschiedliche proteinchemische 

Reinigungsschritte beispielsweise Fraktionierung, 

Konzentrierung, Fallungen, und/oder Chromatographic . Die in. 
dem Verfahren zu verwendenden Techniken und Methoden sind 

5 dem Fachmann bekannt, ebenso ist der Fachmann in der'Lage, 
geeignete Wirtszellen und Kultivierungsbedingungen sowie 
Methoden zur Bereitstellung aus den Zellen und/oder dem 
Kulturuberstand auszuwahlen. Hierbei wahlt der Fachmann 
beispielsweise, wie bereits oben ' ausgefuhrt, 

10 Nukleinsauresequenzen mit geeigneten Codons und 
Promotorsequenzen abgestimmt auf die Wirtszelle, urn eine 
moglichst starke Expression von aktiveix Erkennungsmolekulen 
zu gewinnen . In einer bevorzugten Aus fuhrungs form verwendet 
der Fachmann bespielsweise af f initatschromatographische 

15 Schritte, beispielsweise Chromatographie an Protein A oder 
Protein G oder Protein L oder beipielsweise Metallionen- 
Af f initatschromatographie uber einen zusatzlich eingefugten 
His-Tag. In den Beispielen ist dies beispielhaft naher 
•/ausgefuhrt.: — r. . • .-.Hc^^'V-v 

20 

Der Begriff "Gewinnung" umfasst neben deh zuvor explizit 
genannten Schritten auch zusatzliche Schritte, wie etwa 
Vorbehandlungen des Ausgangsstof f es oder Weiterbehandlungen 
des Endproduktes. Vorbehandlungsverf ahren sind -an sich dem 

25 Fachmann bekannt . Wei terbehandlungsverf ahren umfassen neberi 
den oben beschrieben Bereitstellungsverf ahren 

beispielsweise auch die endgultige Zusammensetzungen 
und/oder Formulierung des mit dem Herstellungsverf ahren 
gewonnenen Erkennungsmolekuls in geeigneten Verwendungs - 

30 und/oder Darreichungsf ormen. Die Art der Verwendungs- oder 
Darreichungsform, z.B. Losung, Lyophilisat oder Tablette, 
hangt hierbei von der beabsichtigten Verwendung ab. Dem 
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Fachmann ist hierbei bekannt, welche Darreichungsf orm sich 
fur welchen Verwendungszweck eignet. Je nach 
Darrei chungs form kann das durch das erf indungsgemeLSe 
Verfahreh hergestellte Erkennungsmolekul zusammen mit 

5 Hilfs-, Trager- oder weiteren Wirkstoffen vorliegen. 
Hilfsstoffe sind hierbei vorzugsweise Adjuvantien, weitere 
Wirkstoffe, vorzugsweise immunstimulatorische Molekule, wie 
Interleukine . Das mit dem ■ erf indungsgemaJSen Verfahren 
hergestellte Erkennungsmolekul kann • auch in 

10 Weiterbehandlungsschritten chemisch modifiziert werden. 
Vorzugsweise wird das Erkennungsmolekul hierbei mit einem 
oder mehreren weiteren Molekulen in geeigneter Weise, d,h. 
durch chemische oder physikalische Interaktion, verbunden. 
Als weitere Molekule im Sinne der Erfindung dienen 

15 bevorzugt anderen Proteine oder Peptide, die mit dem durch 
das erf indungsgemaSe Verfahren hergestellten 

Erkennungsmolekul kovalent oder nicht-kovalent verknupft 
werden, beispielsweise urn bispezif ische Erkennungsmolekul e 
■ herzustellen, indem ein> erf indungsgemaSe s 

20 Erkennungsmolekul , das spezifisch das MUC1 Antigen erkennt, 
mit einem zweiten Molekul verkn&pft wird, das 
beispielsweise eine Imraunef f ektorzelle (beispielsweise 
Makrophage , NK- Zellen , Dendrit ische Zellen) spezifisch 
bindet oder beispielsweise eine VerknQpfung mit 

25 Interleukinen (beispielsweise IL-2, IL-7, IL-12, IL-15) , 
Chemokinen oder Wachstumsf aktoren, wodurch dber die Wirkung 
dieser Molekule ttber die Bindung des erf indungsgemaiSen 
Erkennungsmolekuls Immune ffekt or en an die Core-1 positiven 
Tumorzellen dirigiert werden und .diese beispielsweise 

'30 bekampfen und/oder zerstoren. Diese weiteren Molekiile oder 
Teile davon k6nnen wie bereits weiter oben beschrieben auch 
Teil des Erkennungsmolekuls selbst sein und werden in 
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diesem Fall nicht uber die hier beschriebenen cheniischen 
Oder physikalischen Methoden nach der Expression des 
Erkennungsmdlekuls .verknupft. Unter ,,Immunef f ektoren* 
versteht man im Sinne der Erfindung solche Komponenten der 

5 Erfindung die direkt oder indirekt eine Bekampfung und/oder. 
Zerstdrung von MUC1 positiven Tumorzellen bewirken konnen, 
beispielsweise Immuneffektor zellen, wie beispielsweise 
Makrophagen, NK- Zellen, Dendritische Zellen, oder 
Ef f ektormolekule, wie beispielsweise Proteine oder Peptide 

10 des Komplementsystems. Als weitere Molekule im Rahmen des 
erf indungsgemaSen Verfahrens sind besonders Substanzen 
geeignet, die eine therapeutische oder • diagnostische 
Wirkung entfalten, beispielsweise Radioisotope oder Toxine. 
Diese Substanzen werden uber an sich bekannte Verfahren mit 

15 den Erkennungsmolekulen verknupft, beispielsweise werden 
Radioisotope entweder direkt eingelagert " (beispielsweise 
Iod) oder uber einen kovalent gekoppelten Chelator 
(beispielsweise - Yttriiim, Indium, Bismut) gebundenv .Die 
Schritte des' JWeiterbehaiidlungsverf ahrens sind dem Eacftmanri 

20 bekannt. 

Die zur Expression der Erkennxingsmolekule erf indungsgemafi 
verwendeten Zellen konnen prokaryontische oder 
eukaryontische Zellen sein, beispielsweise Bakterien-, 

25 Hefe- (bevorzugt S.cerevisiae oder P.pastoris) , Insekten- 
(D . melanogaster ) , Pf lanzen- , Saugerzellen - (bevorzugt 
Hamster-, Maus- oder humane Zelllinien) oder Organismen wie 
transgene Tiere und Pf lanzen. Vorzugsweise werden zur 
Expression der erf indungsgemaSen Erkermungsmolekule in 

30 einem prokaryontischen System E.coli und zur Expression in 
einem eukaryontischen System die Saugerzelllinien NSO, 
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SP2/0, CHO-Kl, CHOdhfr-, COS-1, 
Namalwa oder Percy 6 verwendet . . 



COS- 7, HEK293, K562, 



Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung Wirtszellen, 
5 die durch t das oben beschriebene Verfahren hergestellt 

wurden und mit Hilfe derer erf indungsgem&Se 

Erkennungsmolekule hergestellt werden konnen. 

Selbstverstandlich konnen die Wirtszellen Teil eines Klons 

sein oder ihn selber darstellen. Die Erfindung betrifft 
10 auch Organismen, die erf indungsgemafee Wirtszellen umfassen. 

Die zu verwendenden Techniken und . Methoden zur Herstellung. 

dieser Organismen sind dem Fachmann bekannt . 

Die Erfindung betrifft weiterhin Zusammensetzungen fur 

15 therapeutische, ' prophylaktische oder diagnostische Zwecke 
umfassend mindestens ein erf indungsgemaSes 

Erkennungsmolekul in einer geeigneten, insbesondere einer 
pharmazeutisch geeigneten Form oder . Zusammensetzung:. Die 
pharmazeutische Zusammensetzung , --.umfaEt insbesondere 

20 zusatzliche Stoffe und Substanzen, beispielsweise 
medizinische und/oder pharmazeutisch- technische 

Hilfsstoffe. Im Sinne der Erfindung gelten als Arzneimittel 

r sowohl solche pharmazeutischen Zusammensetzungen, die fur 
therapeutische und prophylaktische Zwecke verwendet werden, 

25 als auch solche pharmazeutischen Zusairaiensetzungen, die in 
vivo als Diagnostikum eingesetzt werden. In einer weiteren 
bevorzugten Ausfuhrungsf orm handelt es sich urn 
Zusammensetzungen fur die ex vivo . Diagnostik die 
zusatzliche Stoffe und Substanzen enthalten kdnnen, Diese 

30 Ausfuhrungsf orm ist unter der Beschreibung fur die 
Diagnostika n&her ausgefuhrt. 
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„Arzneimittel oder pharmazeutische Zusammensetzungen" , die 
vorliegend synonym verwendet werden, sind erf indungsgemafi 
Stoffe und Zubereitungen aus Stoffen, die dazu. bestiirant 
sind, durch Anwendung am oder im menschlichen Korper 
5 Krankheiten, Leiden, Korperschaden oder krankhafte 
Beschwerden zu heilen, zu lindern oder zu verhuten. 
Medizinische Hilfsstoffe sind erfindungsgemafi solche 
Stoffe, die zur Produktion als aktive Ingredienzien von 
Arzneimitteln eingesetzt werden. Pharmazeutisch-technische 
10 Hilfsstoffe dienen der geeigneten Formulierung des 
Arzneimittels oder der pharmazeutischen Zusammensetzung und 
k6nnen sogar, sofern sie nur wahrend des Herstellungs- 
verfahrens benotigt werden, anschliefiend entfernt werden 
oder konnen als pharmazeutisch vertragliche Trager Teil der 
15 pharmazeutischen Zusammensetzung sein. Beispiele ' fur 
pharmazeutisch vertragliche Trager sind naehstehend 
auf gef tthrt . Die Arzneimittelf ormuliemng oder Formulierung. 
der pharmazeutischen Zusammensetzung erfolgt gegebenenf alls . 
. in Kombination mit' ' einem pharmazeutisch vertrSglichen > 
20 Trager und/oder Verdunnungsmittel . Beispiele fur geeignete 
pharmazeutisch vertragliche Trager sind dem Fachmann 
bekannt und umfassen z.B, Phosphat-gepuf f erte 

Kochsalzlosungen, Wasser, Emulsionen wie z.B. 6l/Wasser- 
Emulsionen, verschiedene Arten von Detergenzien, sterile 
25 Ldsungen, etc. Arzneimi'ttel oder pharmazeutische. 
Zusammensetzungen, die solche Trager umfassen, konnen 
mittels bekannter konventioneller Methoden formuliert 
werden. Diese Arzneimittel oder pharmazeutischen 
* Zusammensetzungen k6nnen einem Individuum in einer 
30 geeigneten Dosis verabreicht werden, beispielsweise in 
einem Bereich von Ifxg bis 10 g an Erkennungsmolekxilen pro 
Tag und Patient. *Bevorzugt werden dabei Dosen von 1 mg bis 
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1 g. Bevorzugt wird eine Verabreichung von moglichst 
wenigen und niedrigen Dosen und weiter bevorzugt eine 
einmalige Dosis, beispielsweise eines radioaktiv-markierten 
ErkennungsmolekGls. Die Verabreichung kann auf 

5 verschiedenen Wegen erfolgen, beispielsweise intravenos, 
intraperitoneal , intrarektal , intragastrointestinal , 

intranodal, intramuskular , lokal, beispielsweise* in den 
Tumor, aber auch subkutan, intradermal oder auf der Haut 
oder fiber die Schleimhaute . Die Verabreichung von 

10 Nukleinsauren kann auch in Form von Gen-Therapie geschehen, 
beispielsweise ilber weiter oben beschriebene virale 
Vektoren. Die Art der Dosieruhg und des Verabreichungsweges 
kann vom behandelnden Arzt entsprechend den klinischen 
Faktoren bestimmt werden. Es ist dem Fachmann bekannt, dass 

15 die Art der Dosierung von verschiedenen Faktoren abhangig 
ist, wie z.B. der GroSe, der Korperoberf lache, dem Alter, 
dem Geschlecht oder der allgemeinen Gesundheit des 
Patienten; aber auch von dem speziellen Mittel/ . welches 
; verabreicht wird, der Dauer und Art der Verabreichung. und< 

20 von anderen Medikamenten, die moglicherweise parallel 
verabreicht werden. 

Eine „VaJczinen-Zusammensetzung w ist eine pharmazeutische 
Zusammensetzung zur prophylaktischen oder therapeutischen 
25 aktiven Immunisierung von Patienten, um liber das 
immunologische Netzwerk eine spezifische Immunantwort gegen 
das glykosylierte MUCl-Tumorepitop im Patienten 
hervorzuruf en . 
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Die pharmazeutischen Zusammensetzungen oder das 
Arzneimittel ' umf asst insbesondere • eine pharmakologische 
Substanz, die ' ein oder mehrere erf indungsgemaSe 
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ErkennungsmolekCile oder/und diese kodierende 

Nukleinsauremolekille in einer geeigneten L6sung Oder 
Verabreichungsform enthalt. Diese kormen entweder alleihe 
mit den entsprechenden unter Arzneimitteln oder 
5 pharmazeutischen Zusammensetzungen beschriebenen 

Hilf sstof fen oder in Kombination mit einem oder mehreren 
Adjuvantien, beispielsweise QS-21, GPI-0100 oder andere 
Saponine, Wasser-6l Emulsionen wie beispielsweise Montanide 
Ad j uvant ien # Polylysin , Polyargininverbindungen , DNA- 

10 Verbindungen wie beispielsweise CpG, Detox, bakterielle 
Vakzine wie beispielsweise Thyphusvakzine oder BCG-Vakzine> 
Salze wie beispielsweise Kalziumphosphate und/oder einem 
anderen geeigneten Stoff zur Wirkungsverstarkung 
verabreicht werden; vorzugsweise iiranunstimulatorische 

15 Molekule, wie Interleukine, beispielsweise IL-2, IL-12, IL- 
4 und/oder Wachstumsf aktoren, beispielsweise GM-CSF .. Diese 
werden in bekannten Methoden mit den erf indungsgemaSen 
Erkennungsmolekulen gemischt und. in einer geeigneten 
. Formulierung und - Do.sierwig • : verabreiqhtv, Formulierungen, . 

20 Dosierungen und geeignete Komponenten sind dem Fachmann 
bekannt . 

Die pharmazeutische Zusammensetzung oder das Arzneimittel 
kann selbstverstandlich auch eine Kombination von 2 oder 
25 mehreren der erf indungsgemaSen ' pharmazeutischen 

Zusammensetzungen oder Arzneimittel sein, sowie eine 
Kombination mit anderen Arzneimitteln, Tumorvakzinen oder 
Tumorbehandlungen, wie beispielsweise Antikorpertherapien, 
Chemotherapien oder Radiotherapien, die auf eine geeignete 
30 Weise zeitlich gemeinsam oder getrennt verabreicht 
beziehungsweise angewandt ' werden.. Herstellung der 
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Arzneimittel oder pharmazeutischen Zusammensetzungen 
erfolgt nach an sich bekannten Methoden. 

Die Arzneimittel oder pharmazeutischen Zusammensetzungen 
5 werden zur Prophylaxe oder Behandlung von Tumor e r karnkungen 
und/oder Metastasen eingesetzt, insbesondere zur Behandlung 
von MUC1 posit iven Tumor erkrankungen und Metastasen, wie 
beispielsweise Mammakarzinome , Gastrointestinal tumore , 
einschliefilich Kolonkarzinome , Magenkarzinome , 

10 Dickdarmkrebs und Dttnndarmkrebs , Pankreaskarzinome, 
Ovarialkarzinome , Leberkarzinome , Lungenkrebs , 

Nierenzellkarzinome, Multiples Myelom. Die Behandlung geht 
beispielsweise gegen Primar tumor en, minimal residuale 
Tumor erkrankungen, Relapses und/oder. Metastasen, Die 
15 Behandlung der Tumor en kann auch als adjuvant e Behandlung 
erfolgen. Die Verwendung der Arzneimittel kann auch zur 
Prophylaxe von MUC1 positiven Tumorerkrankungen erfolgen. 
Die prophylaktische Anwendung zielt beispielsweise auf eine 
Prophylaxe des Tumors sowie von Metastasen. Die Tumormittel 
20 werden in einer geeigneten Form nach bekannten- Methoden 
verabreicht. Eine bevorzugte Variante ist die Injektion 
beziehungsweise Verabreichung der Arzneimittel intravenos, 
lokal in Korperkavitaten, beispielsweise intraperitoneal, 
intrarektal, intragastrointestinal, lokal . beispielsweise 
25 direkt in den Tumor, Organe oder LymphgefaSe (intranodal) , 
aber auch subkutan, intradermal oder auf der Haut, 
intramuskular . Verabreichungsarten konnen bevorzugterweise 
auch kombiniert werden, wobei sie an verschiedenen 
Behandlungstagen oder an einem Behandlung stag verabreicht 
30 werden k6nnen. Dabei konnen erf indungsgemaS auch 2 " oder 
mehrere • der erf indungsgemafien Arzneimittel oder 
pharmazeutischen Zusammensetzungen kombiniert werden oder 
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eine oder mehrere erf indungsgemafie Arzneimittel mit ein 
Oder mehreren Arzneimitteln oder Tumorbehajndlungen, wie 
beispielsweise AntikSrpertherapien, Chemotherapien oder 
Radiotherapien, die zeitlich gemeinsam oder getrennt 
5 verabreicht beziehungsweise angewandt werden. Geeignete 
Formulierungen, Dosierungen und Kombinationen von 
Komponenten sind dem Fachraann bekannt oder konnen durch 
diesen nach bekannten Methoden bestimmt werden, 

10 Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur 
Herstellung eines Arzneimitteis oder einer pharraazeutischen 
Zusammensetzung umfassend die Schritte der Herstellung von 
Erkennungsmolekulen und weiterhin umfassend den Schritt der 
Pormulierung der erf indungsgemafien Erkennungsmolekule in 

15 pharmazeutisch vertr&glicher Form, Die hierfxlr bevorzugten 
erf indungsgemafien Erkennungsmolekule sind weiter oben als 
Ausfuhrungsf ormen zur Behandlung von Tumor erkrankungen und 
Prophylaxe, sowie weiter unteri un'ter iri* vivo Di&gnostika 
• naher beschrieben. ■■:*..«■■*.«■ .r? •-- ^ - :-. 

20 

Die erf indungsgemafien Erkennungsmolekule und durch das 
erf indungsgemafie Verfahren hergestellten Stoffe und 
Zusammensetzungen konnen demgemafi bevorzugt zur Prophylaxe, 
Diagnose, Verlauf skontrolle und/oder Behandlung von 
25 Tumorerkrankungen verwendet werden. Die Verwendung der 
Erkennungsmolekule, der Vektoren und/oder des Arzneimitteis 
oder der pharmazeutischen Zusammensetzung zur Prophylaxe 
und/oder Behandlung von Krebs erkrankungen, einschliefilich 
Tumoren und Metastasen ist weiterhin bevorzugt, 

30 • 

In einer bevorzugten Ausf lihrungsf orm ist die 
Krebserkirankung oder der Tumor, die/der behandelt, 
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prophylaktisch verhindert oder dessen Wiederauf treten 
verhindert wird, ausgewahlt aus der Gruppe von 
Krebserkrankungen oder Tumor erkrankungen des Hals-Nasen- 
Ohren-Bereichs , der Lunge, des Mediastinums, des 
5 Gastrointestinaltraktes, des Urogenital systems, des 
gynakologischen Systems, der Brust, des endokrinen Systems, 
der Haut, Knochen- und Weichteilsarkomen, Mesotheliomen, 
Melanomen, Neoplasmen des zentralen Nerven systems, 
Krebserkrankungen oder Tumor erkrankungen im Kindesalter, 

10 Lymphomen, Leuk&nien, paraneoplastischen Syndromen, 
Metastasen ohne bekannten Prim3.rtumor (CUP- Syndrom) , 

f peritonealen Karzinomastosen, Immunsupp.ression-bezogenen 
Malignitaten und/oder Tumor -Metastasen. 

15 Insbesondere kann es sich bei den Tumoren um folgende 
Krebsarten handeln: Adenokarzinom der Brust, der Prostata 
und. des Dickdarms; alle Formen von Lungenkrebs, der von den 
Bronchien ausgeht; , Knochenmarkkrebs , das Melanom, • das 
Hepatoma -.das : Neuroblast om; das Papillom;. das Apudom, «;,siclas; . 

20 Ciioristom, das Branchiom; das maligne Karzinoid- Syndrom,- 
die Karzinoid-Herzerkrankung; das Karzinom (z.B. Walker- 
Karzinom, Basalzellen-Karzinom, basosquamoses . Karzinom, 

f Brown- Pearce- Karzinom, duktales Karzinom, Ehrlich- Tumor, in 
s i t u - Kar z inom , Kr eb s - 2 - Kar z inom , Me r ke 1 - Z e 1 1 en - Kar z inom , 

25 Schleimkrebs , nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom, 

Haferzellen- Karzinom, papillares Karzinom, szirrhSses 

Karzinom, bronchiolo-alveolares * Karzinom, Bronchial- 

« 

Karzinom, Plattenepithelkarzinom und Transitionalzell- 
Karzinom) ; histiocytische FunktionsstQ;rung; Leukamie (z.B, 
30 in Zus ammenhang mit B-Zellen-LeukHmie, Gemischt-Zellen- 
Leukamie, Nullzellen-Leukamie, T-Zellen-Leukamie, 

chronische T-Ze 11 en- Leukamie, HTLV-II-assoziierte Leukamie, 
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akut lymphozytische Leukamie, chronisch-lymphozythische 
Leukamie, Mast zeil -Leukamie und niyeloische Leuk&mie) ; 
maligne Histiocytose, Hodgkin-Krankheit , non-Hodgkin- 
Lymphom, solitarer Plasmazelltumor ; Ret iculoendotheliose , 
5 Chondroblastom; Chondrom, Chondrosarkom; Fibrom; 

Fibrosarkom; Riesenzell-Tumore; Histiocytom; Lipom; 
Liposarkom; Leukosarkom; Mesotheliora; Myxom; Myxosarkom; 
Osteom; Osteosarkom; Ewing-Sarkom; Synoviom; Adenof ribrom; 
Adenolymphom; Karzinosarkom, Chordom, Craniopharyngiom, 
10 Dysgerminom, Hamartom; Mesenehymom; Mesonephrom, Myosarkom, 
Ameloblastom, Cement om; Odontom; Teratom; Tliymora, 
Chorioblastom; Adenokarzinom, Adenom; Cholangiom; 
, Cholesteatom; Cylindrom; Cystadenocarcinoni, Cystadenom; 
Granulosazelltumor; Gynadroblastom; Hidradenom; 

15 Inselzelltumor; Leydig- Ze 11 tumor ; Papillom; Sertoli-Zell- 
Tumor, Thekazelltumor, Leiomyom; Leiomyosarkom; Myoblastom; 
Myom; Myosarkom; Rhabdomyom; Rhabdomyosarkom; Ependyxiom; 
Gariglioneurom, Gliom; * Medulloblastoiii, Meningiom; 

Neurilemmom; Neuroblastom; Neuro^pitlieliom, -■ Netiirof ibrom, 
20 Neurom, Paragangliom, nicht-chromaf fines Paragangliom, 
Ang l iokeratom / angiolymphoide Hyperplasie mit Eosinophilie; 
sclerosierendes Angiom; Angiomatose; Glomangiom; 

Hemangioendot hel iom ; Hemangiom; Hemangiopericytoma 

Hemangiosarkom ; Lymphangiom , Lymphangi omyom , 

25 Lymphangiosarkom; Pinealom; • Cystosarkom phyllodes; 
Hemangiosarkom; Lymphangiosarkom; . Myxosarkom, 

Ovarialkarzinom; Sarkom (z.B. Ewing-Sarkom, experimentell, 
Kaposi-Sarkom und Mastzell - Sarkom) ; Neoplasmen (z.B. 
Knochen-Neoplasmen, Brust -Neoplasmen, Neoplasmen des 
30 Verdauungs systems, colorektale Neoplasmen, Leber- 
Neoplasmen , Pankreas -Neoplasmen , Hirnanhang-Neoplasmen , 
Hoden-Neoplasmen, ' Orbita-Neoplasmen, Neoplasmen des Kopfes 
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und Halses, des Zentralnervensystems , Neoplasmen des 
Hororgans, des Beckens, des Atmungstrakts und des 
Urogenitaltrakts) ; Neurof ibromatose und zervikale 
Plattenepitheldysplasie . 

5 

In einer welter bevorzugfeen « Ausfuhrungsf orm ist die 
Krebserkrankung oder der Tumor, die/der behandelt, 
prophylaktisch verhindert oder dessen Wiederauf treten 
verhindert wird, ausgewah.lt aus der Gruppe von 
10 Krebserkrankungen oder Tumorerkrankungen, die Zellen 
umfassen, die das MUC1 in der erf indungsgemaSen Definition 
umfassen, ausgewahlt aus der Gruppe: Tumoren des Hals- 
Nasen- Ohr en- Ber e i chs umfassend Tumoren der inneren Nase, 
der Nasennebenhohlen, des Nasopharynx, der Lippen, der 
15 Mundhohle, des Oropharynx, des Larynx, des Hypopharynx, des 
Ohres, der Speicheldrusen und Paragangliome, Tumoren der 
Lunge umfassend nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome, 
kleinzellige Bronchialkarzinome, Tumoren des Mediastinums, 
Tumoren des ^Gastroiiitestinaltraktes umfassend Tumoren des 
20 Osophagus/ des Magens, des Pankreas, der Leber, der 
Gallenblase und der Gallenwege, des Dunndarms, Kolon- und 
Rektumkarzinome und . Analkarzinome, Urogenital tumoren 
umfassend Tumoren der Nieren, der Harnleiter, der Blase, 
der Prostata, der Harnrdhre, des Penis und der Hoden, 
25 gynakologische Tumoren umfassend Tumoren des Zervix, der 
Vagina, der Vulva, Korpuskarzinom, maligne 

Trophoblastenerkrankung, Ovarialkarzinom, Tumoren des 
Eileiters (Tuba Faloppii) , Tumoren der Bauchhohle, 
Mammakarzinome, Tumoren endokriner Organe umfassend Tumoren 
30 der Schilddriise, der Nebenschilddruse, der 

Nebennierenrinde , endokr ine Pankreastumoren , 

Karzinoidtumoren und Karzinoidsyndrom, multiple endokrine 
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Neoplasien, Knochen- und Weichteilsarkome, Mesothelioma/. 
Haut tumor en, Melanome umfassend kutane und intraokuiare 
Melanome, Tumoren des zentralen Nervensystems , Tumoren im 
Kindesalter umfassend Retinoblastom, Wilms Tumor, 
Neurofibromatoses Neuroblastoma Ewing-Sarkom Tumorf amilie, 
Rhabdomyosarkom , Lymphome umfassend Non- Hodgkin -Lymphome , 
kutane T-Zell -Lymphome, primare Lymphome des zentralen 
Nervensystems, Morbus Hodgkin, Leukamien umfassend akute 
Leukamien, chronische myeloische und lymphatische 
Leukamien, , Plasmazell-Neoplasmen, myelodysplastische 
Syndrome, paraneoplastische Syndrome, Metastasen ohne 
bekannten Primartumor (CUP-Syndrom) , peritoneale 

Karzinomastose, Immunsuppression-bezogene Malignitat 

umfassend AIDS-bezogene Malignitaten . wie Kaposi- Sarkom, 
AIDS-assoziierte Lymphome, AIDS-assoziierte Lymphome des 
zentralen Nervensystems , AIDS -assoziierter Morbus Hodgkin 
und . AIDS -assoziierter anogenitale Tumoren, 

Transplantations-bezogene Malignitaten, metastasierte 
Tumoren v umfassend Gehirnmetastasen, ' :,Lungenmetasta:'sen^ 
Lebernetastasen, Knochenmetastasen, pleurale und 

perikardiale Metastasen und maligne Aszites- 

In einer weiter bevorzugten Ausfilhrungsf orm ist die 
Krebserkrankung oder der Tumor, die/der behandelt, 
prophylaktisch verhindert oder dessen Wiederauf treten 
verhindert wird, ausgew&hlt aus der Gruppe umfassend 
Krebserkrankungen oder Tumorerkrankungen der 

Mammakarzinome , der Gastrointestinal tumore , einschlieSlich 
Kolonkarzinome, Magenkarzinome, ..Dickdarmkrebs ' und 

Dunndarmkrebs , der Pankreaskarzinome, der Ovarialkarzinome, 
Leberkarzinome , Lungenkrebs , Nierenzellkarzinome , Multiple 
Myelome . 
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In einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsform werden die 
erfindungsgemaSen Erkennungsmolekule zur Prophylaxe von 
Mamma- oder Ovarialkarzinomen bei Frauen mit erhohtem 
Risiko fur Brustkrebs eingesetzt. 

insbesondere werden in einer weiter bevorzugten 
Ausfuhrungsform die Krebserkrankung, der Tumor oder 
Metastasierung behandelt, prophylaktisch verhindert oder 
dessen Wiederauf treten verhindert ausgewahlt aus der Gruppe 
der gastrointestinalen Tumoren und dabei bevorzugt, 
Colonkarzinome, Magenkarzinome und rektale Karzinome. 

Die erfindungsgemaSen Erkennungsmolekule kdnnen bei der 
Behandlung oder . Prophylaxe von Tumorerkrankungen direkt 
eingesetzt werden oder mit zusatzlichen Ef f ektorstrukturen 
gekoppelt werden. Unter „Ef f ektorstrukturen* versteht man 
erf indungsgemas . solche chemischen oder biochemischen 
Verbindnungen, Molekul'e -voder At ome } - die : direkt oder 
indirekt eine AbtStung oder Schadigung, einschlieSlich 
beispielsweise Wachstumsverlangsamung oder 

Wachstumsinhibition von Tumorzellen bewirken. Hierzu 
gehoren beispielsweise Radioisotope, Toxine, Cytostatika 
und andere Ef f ektormolekule wie beispielsweise Cytokine und 
Chemokine . oder andere Strukturen, die selbst Effektoren 
darstellen oder an die Eff ektormolekule gekoppelt werden, 
beispielsweise mit Toxinen oder Cytostatika beladene 
Liposomen, die , erf indungsgemaSe Erkennungsmolekule tragen. 
Beim letzteren Beispiel der Liposomen sind insbesondere 
auch solche Eff ektorstrukturen gemeint, die neben dem 
Erkennungsmolekul far die Tumorspezif itat auch solche 
Molekule ' tragen, die fur eine Aufnahme . der 
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Ef fektorstrukturen oder Teile davon in die Zellen 
verantwortlich sind, wie beispielsweise Antikorper gegen 
Rezeptoren, die eine Rezeptor-vermittelte Endozytose 
bewirken. Vorzugsweise umfassen die Erkennungsmolekule in 
diesen Fallen eine Transmembrandomane , die ihnen eine 
Insertion in die Liposomenmembran erlaubt oder in einer 
ande.ren bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden die 
Erkennungsmolekule chemisch auf die Liposomenoberf lache 
gekoppelt. Die hierfur verwendeten Techniken sind dem 
Pachmann bekannt, einschlieElich der Herstellung der 
Liposomen. Auch die Verbindung der Erkennungsmolekule mit 
den anderen Ef fektorstrukturen erfolgt nach an sich 
bekannten Metboden. Die Kopplungen konnen dabei wie bereits 
oben ausgefuhrt beispielsweise difekt durch kovalente oder 
nicht-kovalente Beladung erfolgen, durch chemische 
Kopplung, wobei ein zusatzliches chemisches oder 
biologisches Molekul notwendig sein kann, beispielsweise 
ein Chelator : oder ein Linker, oder in Form von 
- -Fu.sionsproteinen. oder -peptiden durch .Fusio^...^ : Eing.es.et.Z;t, 
werden die Erkennungsmolekule bei der Behandlung von 
Tumorerkrankungen mit MDC1 tragenden Tumoren oder zur 
Prophylaxe, die beispielsweise die Ausbildung von primaren 
Tumoren oder Metastasen verhindert . Bevorzugtes Ziel ist 
dabei die Behandlung der minimalen residualen Erkrankung 
und von Metastasen. Die erf indungsgemaEen 

Erkennungsmolekule werden dabei in einer geeigneten 
Formulierung einmalig oder wiederholt in geeigneten 
zeitlichen Abstanden und Dosen verabreicht. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden die 
erf indungsgemaSen oben beschriebenen radioaktiven 
Erkennungsmolekule mit einer Applikation von nicht 
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markierten erf indungsgemafien 3VTOC1 spezifischen 

Erkennungsmolekillen kombiniert. Dies dient der Verbesserung 
des Hintergrundes und damit einer spezif ischeren Bindung an 
den Tumor, indem die geringe Menge an MUC1 tragenden 

5 MolekQlen im Blut . abgesattigt werden. Bevorzugt werden 
dabei IgG Molekttle und weiter bevorzugt werden IgM 
abgleitete Erkennungsmolekille verwendet, beispielsweise ein 
clgMG oder die humanisierte Form davon. da diese vor allem 
an MUC1 Antigen im Blut binden und damit den Hintergrund 

10 und die Serumbelastung mit Radioaktivitat erniedrigen und 
das relative Tumortargeting erhohen, wahrend aufgrund der 
Grofie der Molekule ein Eindringen in Gewebe und Tumoren 
limitiert ist. Die hierfilr verwendeten Verfahxen und , 
Technologien sind dem Fachmann bekannt,. ebenfalls kann der 

15 Fachmann eine geeignete Dosis, Formulierungen, 
Applikationsroute und Zeitpunkt der Gabe der nicht- 
markierten Erkennungsmolekille erstellen. 

Bevorzugt ist weiterhin ^die V^rwendung von viralen Vektoren 
20 zur gentherapeutischen Anwendung, bei der insbesondere die 
Oberflache der Viren erf indungsgemafie Erkennungsmolekule 
tragen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft weiterhin Verfahren zur 
25 Herstellung eines Diagnostikums umfassend die Schritte des 
erf indungsgema&en Verf ahrens zur Herstellung der 
erf indungsgemafien MUCH spezifischen Erkennungsmolekille und 
weiterhin umfassend den Schritt der Formulierung der 
Erkennungsmolekille in einer diagnostisch verwendbaren Form. 

30 

Dnter dem Begrif f "Diagnostikum" sind erf indungsgemas 
Stoffe und Zubereitungen aus Stoffen definiert, die dazu 
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bestimmt sind, durch Anwendung am oder im menschlichen 
Korper Oder Teilen davon Krankheiten, Leiden, Korperschaden 
oder krankhafte Beschwerden zu erkennen. Als Telle des 
menschlichen Korpers sind vorzugsweise Kdrperf lussigkeiten, 
wie Blut, 'Blutserum, Lymphe, Urin, Spinalf lussigkeit oder 
Sperma, oder Gewebebiopsien oder -proben zu verstehen. 

Die Formulierung des Diagnost ikums umfasst vorzugsweise die 
Modifikation der hergestellten Erkennungsmolekule mit 
Substanzen, die einen Nachweis des Antigens MUC1 erlauben. 
Geeignete Substanzen sind im Stand der Technik bekannt. 
Ausgehend von der Wahl der Substanz ist der Fachmann in der 
Lage, geeignete . MaSnahmen zur Formulierung des 
Diagnost ikums einzuset zten. 

Fur die Diagnostik konnen erf indungsgemafi auch Substanzen 
nach. an sich bekannten Methoden an die Erkennungsmolekule 
gekoppelf werden, die einen Nachweis des MUC1 Antigens 
und/oder--*deren Tragerzellen erleichtern, beispielsweise> 
durch Biotinylierung, Fluoreszenzmarkierung, radioaktive 
Markierung oder Enzymkopplung der Erkennungsmolekule . 

In einem weiteren Verfahren zur Tumordiagnostik und 
Prognose werden erf indungsgemaSe Erkennungsmolekule 
verwendet, die MUC1 Antigene im Serum von Menschen 
erkennen. Dies ist auch vor dem Hintergrund der Eigehschaft 
der Erkennungsmolekule, dass sie im Vergleich zu den 
bekannten Antik6rpern HMFG-1 und DF-3 (CA15-3 Test) viel 
weniger MUC1 im Serum binden m6glich . und vorteilhaft, da 
die erfindungsgemaSen Erkennungsmolekule deutlich zwischen 
Normalseren und Tumorseren unterscheiden konnen, auch dann 
wenn die Bindung in Colontumorpatientenseren gering ist. 
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Die Bestimmung erfolgt bevorzugt qualitativ, quantitativ 
und/oder in zeitlich relativen Quantitaten nach an sich 
bekannten Methoden. . Die gleichen Verfahren werden 
erf indungsgemafi auch zur Verlauf skontrolle von 

5 Tumor erkrankungen und zur Kontrolle von 

Behandlungsverlauf en einschlieBlich des Monitorings von 
Immunantworten und zur Kontrolle und Dosierung yon 
Tumorbehandlungen eingesetzt. Die in den Verfahren 
verwendeten Methoden sind an sich bekannt, beispielsweise 

10 ELISA, Westerblot, FACS (Flupreszenzaktivierte 

Zellsortierung) , MACS (Magnetvermittelte Zellsortierung) , 
ADCC (Antikorpervermittelte Zellzytotoxizitat) , CDC 
(Komplement vermittelte Zytotoxizitat ) , Irnmuncytochemie und 
Immunhistochemie . 

15 

In den bevorzugten erf indungsgem&Een « Verfahren zur 
Tumordiagnostik und Prognose werden erf indungsgemaSe MDC1 
spezifische Erkennungsmolekule in--, an sich bekannten 

. . Verfahren eingesetzt, um das Anfeigen- glykosyliertee MUCl^- 

20 Tumorepitop im Serum Oder in Gewebspr&paraten nachzuweisen. 
Dabei wird das Antigen MUC1, in Immunkomplexen vorliegendes 
MUCl und/oder auf Zellen gebundenes MUC1 nachgewiesen und 
das Vdrhandensein des Maci Antigens qualitativ, quantitativ 
und/oder in relativen Quantitaten nach an sich bekannten 

25 Methoden bestiramt. Die gleichen Verfahren werden erf in- 
dungsgemaS auch zur Verlauf skontrolle von Tumor erkraiikungen 
und zur Kontrolle von Behandlungsverlauf en eingesetzt. Die 
in den Verfahren verwendeten Methoden sind an sich bekannt, 
beispielsweise ELISA, Western-Blot, . FACS (Fluoreszenz- 

30 aktivierte Zellsortierung) , MACS (Magnetvermittelte Zell- 
sortierung) , ADCC (Antikorpervermittelte 
Zellzytotoxizitat) , CDC (Komplement vermittelte 
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Zytotoxizitat) , Immuncytochemie und inununhistochemie. 
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Eine bevorzugte Ausfuhrungsform 1st ein Gewebsschnelltest , 
bei dem in einem immunhistologischen Verfahren die 
Gewebsproben mit f luoreszenzmarkierten erf indungsgemaSen 
Erkennungsmolekulen gefarbt werden. In einem weiter 
bevorzugten Verfahren wird das erf indungsgemafie 
Erkennungsmolekiil, bevorzugt ein Antik6rper des Isotyps 
IgG, mit einem weiteren Antikorper, der spezifisch das 
Antigen Core-1 erkennt, bevorzugt Isotyp IgM, kombiniert. 
Der Vorteil dabei ist, dass beispielsweise fur die 
Diagnostik von gastrointestinalen Karzinomen (z.B. 
Colorektale Karzinome und Magenkarzinome) diese in einem 
fruhen Stadium erkannt und gleichzeitig eine Prognose 
bezuglich des Krankheitsverlauf es und/oder der 
Lebermetastasierungsgefahr gegeben werden kann, wobei ein 
hoheres Niveau an Core-1 und MOC1 Antigen eine schlechtere 
Verlaufsprognose und ein h6heres Niveau an Core-1 eine urn 
das. mehrfach>'-. . hohere v. a--. Wahrscheinlichkeit der 
Lebermetastasierung bedeutet . In einer. weiter bevorzugten 
Ausfuhrungsform sind die Antikdrper und Erkennungsmolekule 
direkt mit unterschiedlichen Fluoreszenzf arbstof f en, 
beispielsweise Cy3 und Cy5 oder Cy3 und FITC, markiert. In 
einer Ausfuhrungsform, in der eine Signalverstarkung 
vorteilhaft ist, werden die Antikdrper und/oder 
Erkennungsmolekule durch markierte sekundare Antik6rper 
oder das Biotin-Streptavidin verstarkt. Dabei ist es 
vorteilhaft, unterschiedliche Isotypen und/oder 

Speziessequenzen im konstanten Teil . der Antik6rper zu 
verwenden. Die hierbei verwendeten Technologien und 
Methoden, beispielsweise der Markierung und der 
immunhistologie, sowohl die Wahl der geeigneten Formate der 



Erkennungsmolekille sinci dem Fachmann bekannt. Das 
beschriebene diagnostische Verfahren ist nicht auf 
gastrointestinale Tumoren beschrankt, sondern anwendbar fur 
alle das Antigen MUC1 tragrende Tumorerkrankungen . 

5 

In einer weiter bevorzugten Ausf frhrungsf orm der Erfindung 
werden fiir einen serologischen Tumortest die Bestimmung des 
MUC1 Antigens, • wie zuvor beschrieben, mit der Bestimmung 
anderer serologischer Tumormarker kombiniert, 

10 beispielsweise PSA, CEA Oder AFP . Eine hierbei bevorzugte 
Aus f uhrungs f orm ist die Bestimmung des MUC1 und des Core-1 
Antigens. In einer bevorzugten "Ausf uhrungsf orm wird hierbei 
das MUC1 mit.Hilfe eines MUC1 spezifischen Antikorpers aus 
dem Serum an eine feste Phase immobilisiert und mit einem 
15 erf indungsgemaSen Erkennungsmolekuls, das das glyk9sylierte 
MUCl-Tumorepitop spezifisch bindet, als Nachweisantikorper 
nachgewiesen und das Core-1 Antigen auf dem mit Hilfe eines 
anti-MUCl Fangerantikdrpers wie die erf indungsgemaSen MUC1 
..spezifischen Erkennungsmolekule :' i'mmobilisierten . MUG1 -i mii> 
20 einem spezifischen anti-Core- 1 AntikSrper nachgewiesen. 
Dieser diagnostische Test verbindet eine Fruherkennung mit 
einer prognostischen Aussage uber den Krankheitsverlauf 
und/oder der Lebermetastasierungswahrscheinlichkeit . Die 
hierbei verwendeten Technologien, beispielsweise der 
25 Markierung und der Serologie, einschlieElich der 
Nachweismethoden, sind dem Fachmann bekannt. Die 
beschriebenen diagnostischen Verfahren sind nicht auf 
gastrointestinale Tumoren beschrankt, sondern anwendbar fiir 
alle das Antigen MUC1 tragende . Tumoren. Die beschriebenen 
30 serologischen Tests dienen der Diagnose, des Monitorings 
des. Verlauf s der Tumor erkrankung und der Prognose von MUC1- 
positiven Tumoren. 
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In einem weiteren erf indungsgemaSen Verfahren werden die 
erf ihdungs gemafien MUC1 - spe z i f i s chen Erkennungsmolekul e zu 
einer in vivo Diagnostik verwendet. Hierfur werden die 
5 Erkennungsmolekule mit geeigneten an sich bekannten 
Verfahren markiert und somit fur an sich bekannte 
bildgebende Verfahren am Menschen zuganglich gemacht, 
beispielsweise Radioinunundiagnostik, PET- Scan Verfahren 
oder Immunof luoreszenzendoskopie, beispielweise durch 
10 Kopplung und/oder Beladung mit entsprechenden Molekulen, 
beispielsweise radioaktiven Isotope, beispielsweise das 
Indium, oder Fluoreszenzf arbstof f e, beispielsweise dem Cy3, 
Cy2, Cy5 oder FITC. In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm 
werden erf indungsgemaEe Multibodies mit einem geeigneten 
15 Chelator (beispielsweise DOTA oder DTPA) kovalent gekoppelt 
und mit indium- 111 . be laden und. zur in vivo Diagnostik 
eingesetzt. Diese werden in einer bevorzugten 
Ausfuhrungsf orm intravejios in einer fur das Individuum 
geeigneten Dosis verabreicht \ffid, d±e/ hokalisation des MUC1 
20 Antigens und eines potentiellen Tumors nach an sich 
bekannten Verfahren gemessen. Die hierfiir verwendeten 
Verfahren und Technologien, einschliefilich der bildgebenden 
Verfahren, sind dem Fachmann bekannt, ebenfalls kann der 
Fachmann eine geeignete Dosis und Formulierungen erstellen. 
25 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden 
Immunglobuline, bevorzugt IgG, wie oben beschrieben und in 
den Beispielen naher ausgef tihrt , radioaktiv-markiert , 
beispielsweise mit Indium-Ill, und lokal in den Tumor oder 
30 in den Tumor versorgende oder - entsorgende Blutgef afie 
gegeben. Dies dient in einer Ausfilhrungsf orm zur Bestimmung 
der GroSe des Tumors und in einer weiteren Ausfuhrungsf orm 
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der Bestimmung befallener Lymphknoten. Die hierfur 
verwendeten Verfahren und Technologien sind dem Fachmann 
bekannt, ebenfalls kann der Fachmann eine geeignete Dosis 
und Formulierungen erstellen. 

5 

In einer weiteren Ausfuhrungsf orm werden die 
erfindungsgemaSen radioaktiv-markierten Erkennungsmolekule 
auch uber andere Applikationsrouten verabreicht. Dabei 
bevorzugte Routen sind intraperitoneal, intranodal oder 

10 intrarectal bzw. intragastrointestinal . Intraperitoneal ist 
dabei besonders vorteilhaft zur Bestimmung von Tumoren, die 
uber das Peritoneum zuganglich sind und/oder in dieses 
metastasieren, beispielsweise Ovarialkarzimome und 
bestimmte gastrointestinale Karzinome. Intrarectale bzw. 

15 intragastrointestinale Verabreichung ist vorteilhaft fur 
bestimmte gastrointestinale Tumoren und deren Lokalisation 
und GroSenbestimmung. Intranodal kann in bestimmten Fallen 
daf ur verwendet werden einzelne Lymphknoten direkt zu 

• .-i.-.-t-inf iltrieren .« ■■)&• ■ •■ • c : • r^> 

20 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden die erfin- 
dungsgemafien oben beschriebenen radioaktiven Erkennungs- 
molekule fur in vivo Diagnostika mit einer Applikation von 
nicht markierten erf indungsgemaSen M0C1 spezifischen 
25 Erkennungsmolekulen kombiniert . Dies dient der Verbesserung 
des Hintergrundes . Die hierfur verwendeten Verfahren und 
Technologien sind dem Fachmann bekannt, ebenfalls kann der 
Fachmann eine geeignete Dosis, Formulierungen, 
Applikationsroute und Zeitpunkt der Gabe der nicht- 
30 markierten Erkennungsmolekule erstellen. 



In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsf orm werden 
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erfindungsgemaSe Erkennungsmolekule, bevorzugt 

Immunglobuline, Multibodies oder Antikdrperf ragmente, 
weiter bevorzugt IgG, Fab und Multibodies, mit einem 
Fluoreszenzfarbstoff markiert und in vivo verabreicht. 
Bevorzugte Applikat ions rout en sind hierbei intrarectal, 
intragastrointestinal, intraperitoneal, intravenos und in 
zufuhrende oder abfuhrende Blutgefafce. Eine besonders 
bevorzugte Ausf ilhrungsf orm dient der Lokalisation 
gastrointestinaler Karzinome, die durch eine Fluoreszenz- 
endoskopie nach Applikation der f luoreszenzmarkierten 
Erkennungsmolekule durchgefuhrt wird. In einer weiter 
bevorzugten Ausf uhrungsform wird ein erf indungsgema£es 
Erkennungsmolekul mit mindestens einem AntikSrper gegen ein 
weiteres Tumorantigen kombiniert, bevorzugt anti-Core-1 
AntikSrper - Bevorzugt werden dabei unterschiedliche 
Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, die eine Unterscheidung 
der Erkennungsmolekule und Antik6rper erlauben, womit eine 
prognostische Aussage mit einer Fruherkennung und einer 
groSeren Anzahl an Fallen kombiniert: - wird. Bevorzugte 
Fluoreszenzfarbstoffe sind solche mit geringer 
Hintergrundf luoreszenz , die dem Fachmann bekannt sind. Die 
hierfur verwendeten Verfahren und Technologien, 
einschlieBlich der , bildgebenden Verfahren, beispielsweise 
der Fluoreszenz-Endoskopie, sind dem Fachmann bekannt, 
ebenfalls kann der Fachmann eine geeignete Dosis, 
Formulierungen, Applikationsroute und Zeitpunkt der Gabe 
der nicht-markierten Erkennungsmolekule erstellen. 

Die Erfindung weist mehrere Vorteile auf : Die 
erfindungsgemafien MUC1 spezifischen Erkennungsmolekule 
erkennen Tumorarten spezifisch, wodurch sie mit Vorteil bei 
vielen Tumorpatienten verschiedener Indikation zu einer 
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Diagnose und/oder Therapie verwendet werden konnen. Daruber 
hinaus binden die Erkennungsmolekule vorteilhaf terweise 
sehr gering auf oder an in vivo nicht zuganglichen 
Bereichen im normalen Geweben. Dies ist gegenuber den 
bekannten Tumormarkern Antikorpern ein besonderer Vorteil 
und eine herausragende Eigenschaft der erfindungsgemaSen 
Erkennungsmolekule. . Ein besonderer Vorteil der 
erfindungsgemaSen Erkennungsmolekule ist die hone 
Spezifitat fur das Tumorgewebe. Dies ist . insbesondere in 
der hohen Spezifitat fur ein definiertes glykosyliertes 
MUCl-Tumorepitop begrundet. Das polymorphe epitheliale 
Muzin MUC1 ist als Gesamtmolekul ein anerkannter 
Tumormarker. Aufgrund der Komplexitat des Molekuls, das 
sehr groS ist, stark glykosyliert ist, extrazellular im 
wesentlichen aus einer groSen polymorphen Anzahl von Tandem 
Repeats aus 20 Aminos&ureresten besteht und bezuglich der 
Tandem Repeats heterogen glykosyliert ist, besitzt MUC1 
eine Vielzahl von Epitopen. pie erfindungsgemaSen 
Erkennungsmolekule* . die spezifisch das glykosylierte,- MtJGJV. & 
Tumorepitop im Sinne der Erf indung spezifisch binden, 
detektieren ein definiertes Epitop im MUC1, was eine hohe 
Spezifitat der Erkennungsmolekule fur Tumorgewebe zur Folge 
hat. Besonders vorteilhaf t ist weiterhin, dass die 
erfindungsgemafien Erkennungsmolekule nur im geringen MaS 
solches MUC1 erkennen, das von Tumorzellen in das Serum 
abgegeben wird (Shedding) . Diese reduzierte Bindung an im 
Serum vorliegendes MUC1 im Tumorpatienten ist ein groSer 
Vorteil in der Therapie von Tumorerkrankungen mit den 
erfindungsgemaSen Erkennungsmolekiilen . ..Weiterhin weisen die 
erfindungsgemaSen Erkennungsmolekule eine hohe Affinitat 
auf. Hierdurch ist insbesondere die Moglichkeit gegeben, 
geringervalente Fragmente zu konstruieren, wie scFv und 
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Multibodies. Die Moglichkeit dieser verschiedenen Formate 
ist vorteilhaft fiir die Entwicklung von Therapeutika . 

Im Folgenden soil die Erf indung anhand von Beispielen naher 
5 erlautert werden, ohne auf diese Beispiele beschrankt zu 
sein. 

Beispiele 

10 

1, Herstellung von scFv mit verschiedenen Linkerlangen, 
die das glykosylierte MUC1 Tumorepitop spezifisch 
erkennen 

15 MUC1 spezifische scFv mit den Seguenzen SEQ ID NO . 36 bis 
59 wurden durch PCR Amplif izierung und anschliefiender 
Klonierung der variablen Ketten in einen bakteriellen 
Expressionsvektor hergestellt. Dieser .Vektor enthalt den 
lacZ Proraotor, eine Ribosomenbinduiigss telle »(KBS>^.. das' M13 
20 . origin, die pelB Signalsequenz zur Sekretion ins 
Periplasma, ein Ampicillin-Resistenzgen und eine 
Klonierungskassette,* urn an das C-terminale Ende des scFv 
ein Hexa-Histidin-Tag zur effizienten Aufreinigung und ein 
c-myc-Tag • zu koppeln (Abb. 1)- Fur die verschiedenen 
25 Linkerlangen wurden die V H und die V L mit spezifischeri 
Primern so amplif iziert , daS 22 Nukleotide am 3 "-Ende der 
V H und am 5 "-Ende der einen komplementaren Bereich 

ausbilden (Abb. 2, PCR I und PCR II) . AnschlieSend wurden 
die beiden PCR-Fragmente nach Aufreinigung in einer SOE-PCR 
30 miteinander verkniipft (Abb. 2, PCR III) und das PCR- 
Fragment uber Ncol/NotI in den oben beschriebenen Vektor 
kloniert . 
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2. Bakterielle Expression und Aufreinigung der scFv, die 
das glykosylierte MUC1 Tumor epi top spezifisch erkennen 

Die Antikorperfragmente aus Beispiel 1 wurden in 
Escherichia, coll exprimiert und auf gereinigt . Hierfur wurde 
das entsprechende Plasmid durch Elektroporation in 
elektrokompetente E.coli transf ormiert und uber Nacht in 
2xTY Medium (10 g Hefeextrakt, 16 g Trypton, 5 g NaCl per 
L) mit 100 ng/mL Ampicillin kultiviert. Diese Kultur wurde 
1:100 mit 2xTY Medium, dem 100 /xg/ml Ampicillin und 0,5% 
Glukose zugesetzt wurde, verdunnt und bei 37°C inkubiert, 
bis eine OD 600 m von ca. 0,6 erreicht war. Dann wurde der 
Kultur zur Induktion 1 mM IPTG zugesetzt und diese bei 25°C 
weitere 5 h inkubiert. Die Bakterien wurden durch 
Zentrifugation bei 4000xg fur 2.0 min geerntet, das 
Zellpellet in TES Puffer. (30 mM Tris-HCl, pH 8.0, 20%. 
Saccharosev ' i' sinM. '..EDTA) .resuspendiert und 20 min auf Eis 
inkubiert. Anschliefiend wurden 5 mM MgS0 4 zugefugt und die 
Suspension fur weitere 20 min auf Eis inkubiert. Durch 
Zentrifugation bei 4000 x g fur 60 min wurde dann die 
Periplasmafraktion gewonnen und uber Nacht bei 4°C gegen 
Bindungspuffer (50 mM Phosphatpuf f er , pH 8.0, 300 mM NaCl, 
10 mM Imidazol) dialysiert . Die in der Periplasmafraktion 
enthaltenen Antikorperf ragmente wurden unter Verwendung des 
C-terminalen His-Tags durch Metallionen- 

Affinitatschromatographie (HiTrap Chelating HP, Amersham 
Pharmacia Biotech) auf gereinigt . . Dafur wurde die 
dialysierte Fraktion auf die vorher mit Bindungspuffer 
aquilibrierte Saule gegeben und mit Waschpuffer (50 mM 
Phosphatpuf fer, pH 8.0, 300 mM NaCl, 30 mM Imidazol) die 
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nicht bindenden Proteine von der Saule gewaschen. 
AnschlieSend wurden die Antikdrperf ragmente mit 
Elutionspuffer (50 mM Phosphatpuf f er, pH 8.0, 300 mM NaCl, 
300 mM Imidazol) eluiert. 



3. Klonierung der Vektoren zur Expression chimarer IgO und 
IgM Antikorper, die das glykosylierte HUC1 Tumorepitop 
spezifisch erkennen 

Das Ncol/Xhol DNA Fragment aus dera scFv Vektor, das fur die 
V H kodiert (Abb. 1), wurde in den Ncol/Sall geschnittenen 
BS-Leader Vektor kloniert (Abb. 3) . Der BS-Leader Vektor 
enthalt eine Klonierungskassette zur Einfuhrung der T- 
Zellrezeptor Signalpeptidsequenz an das 5~-Ende sowie einer 
Splice-Donor- Sequenz an das 3'-Ende der Seguenzen der 
variablen Domanen (Abb. 3). Die V L -Sequenz des 
entsprechenden Antikorpers wurde mit spezifischen Primern 
. zur Einfuhrung der Ncol-Schnittstelle. .-amr=..5'-Ende uxiAt.-idocct:. 
Nhel-Schnittstelle am 3'-Ende in der PCR unter Verwendung 
der scFv Sequenz als Templat amplifiziert und nach 
Ncol/Nhel Verdau in den gleich verdauten BS-Leader Vektor 
kloniert. Danach wurde jeweils das Hindlll/BamHI Fragment 
aus dem BS-Leader Vektor in den entsprechenden 
eukaryontischen Express ions vektor kloniert. Diese Vektoren 
(pEFpuroCylV H , pEFpuroC/iV H und pEFneoCKV L ) enthalten den EF- 
la-Promotor und den HCMV- Enhancer , das SV40- origin, das 
BGH-Polyadenylierungssignal, das Puromycin-Resistenzgen im 
Vektor fur die schwere Kette und das Neomycin-Resistenzgen 
im Vektor fur die leichte Kette sowie die genomischen 
Sequenzen der humanen konstahten yl Region oder (i Region 
fur die schwere Kette bzw. der humanen konstanten K Region 
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fur die leichte Kette (Primer zur Amplif izierung aus 
genomischer humaner DNA und Vektorkarte siehe Abb. 3) . 



4. Eukaryontisclie Expression chimarer IgG und IgM 

Antikorper, die das glykosylierte MUC1 Tumorepitop 
spezif isch erkennen, in CHO Zellen und deren 
Aufreinigung 

Zur Expression der chimaren Antikorper clgG-Pankol 
bestehend aus den Sequenzen SEQ ID NO. 64 und 68, clgG- 
Panko2 bestehend aus den Sequenzen SEQ ID NO. 65 und 69, 
clgM-Pankol bestehend aus den Sequenzen SEQ ID NO. 66 und 
68 und dgM-Panko2 bestehend aus den Sequenzen SEQ ID NO. 
67 und 69 warden CHOdhfr- Zellen (ATCC-NO. CRL-9096) mit 
einem Gemisch der Vektoreh fur die schwere und die leichte 
Kette (1:3) durch Elektroporation (10 6 Zellen/ml, 500 V, 50 
M s) cotransfiziert und in Selektionsmedium (CHO-S-SFM. II 
Medium (Life Technologies) ,. HT .Suppiement . (Biochrom) , - 4 00 
ixg/ml G418, 5 Atg/ml Puromycin) 2 Wochen kultiviert. Nach 
Einzelzellklonierung in einer 96-Loch-Platte wurden die 
Dberstaride im ELISA (glykosyliertes MUC1 Peptid (3 0-mer, 
siehe unten) als Antigen, anti human Fcyl- POD gekoppelt 
bzw. anti human Pc5^- POD gekoppelt (Dianova) als 
Sekundarantikorper) getestet und der Klon mit der hochsten 
Antikorperproduktionsrate selektioniert (ca. 0,5 ng/M) 6 
Zellen/24 h) . 

Zur Antikdrperproduktion wurden die stabil transf izierten, 
die chimaren IgG bzw. IgM sekretierenden CHO Zellen in 
Spinnerflaschen Oder Flaschenkultur in CHO-S-SFM II Medium, 
erganzt durch HT Supplement, kultiviert, bis eine 
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Zelldichte von ca. 1 x 10 6 Zellen/ml erreicht war. Nach 
Abtrennung der Zellen vom Zellkulturuberstand durch 
Zentrifugation (400xg, 15 min) wurde der chimare Antikorper 
unter Verwendung einer Protein A - Saule (HiTrap rProtein A 
FF, Amersham Pharmacia Biotech) fur die chimareh IgG bzw. 
einer anti human Fc5/x- Antik6rper-Af f initatssaule fur den 
chimaren IgM auf gereinigt . Die durch pH- Sprung eluierte 
gereinigte AntikSrperf raktion wurde unter Verwendung von 
Centriprep-Zentrifugenrohrchen (cut off 50 kDa, Millipore) 
in PBS umgepuffert und auf konzentriert . 



5. Analyse der scFv und Antikorper, die das glykosylierte 
MUC1 Tumorepitop spezifisch erkennen, im ELISA 

Als Antigene wurden verschiedene synthetische Peptide und 
Glykopeptide verwendet : ein nicht-glykosyliertes - 30-mer mit 
der Sequenz apPAHGVTSAPDTRPAPGSTAPPAHGVTSA; ein 

.glykosylierte-s • • 30-mer mit der , ..v -Seguenz>. 

APPAHGVTSAPDT [GalNAca] RPAPGSTAPPAHGVTSA, eine Serie von 
nicht-glykosylierten MUCl-Peptiden unterschiedlicher Lange 
der Sequenz [VTSAPDTRPAPGSTAPPAHG] n , wobei n = 1, 3 und 5 

(TR1 , TR3 und TR5) ist, und eine Serie von glykosylierten 
MUCl-Peptiden unterschiedlicher Lange der Sequenz 
A [HGVTSAPDT (GalNAca) RPAPGSTAPPA] n , wobei n = 1, 3 und 5 

(TRlg, TR3g und TR5g) ist. 

Aus den jeweiligen Stammlosungen (1 mg in iml Bi-dest. 
H 2 0) , die portioniert bei -20 °C aufbewahrt werden, wurde 
eine Verdunnung von 1 ^ig/ml in PBS Oder 10 /xg/ml in Bi- 
dest. hergestellt. Davon wurden 50 jil/well in eine 
Mikrotiterplatte ' pipettiert und die Testplatte uber Nacht 
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inkubiert (fur Peptide in PBS Verwendung von NUNC - Immuno 
plate F96 MAXISORP und Inkubation bei 4°C; fur Peptide in 
Bi-dest Verwendung von Nunclon - TC plates und Antrocknung 
der Peptide bei 37 °C) . Am nachsten Tag wurde die Testplatte 
5 mit PBS/0,2% Tween20 3x gewaschen. AnschlieSend wurden mit 
2% BSA in PBS unspezif ische Bindungsstellen blockiert und 
50 ill des . ersten Antikorpers aufgetragen (murine 
Antikorper: 10 - 10000 ng/ml PBS/1% BSA; chimarer IgG: 1 - 
100 ng/ml in PBS/1% BSA; scFv: 50 - 500 ng/ml in PBS/1% 
10 BSA). Nach drei Waschschritten mit PBS/0,2% Tween20 wurden 
zum Nachweis der spezif isch gebundenen Antik6rperkonstrukte 
die entsprechenden Zweit-Antikorper, Peroxidase-gekoppelt , 
eingesetzt (ein anti-Maus bzw. anti-human Fcyl fur die 
ganzen Antikorper, ein anti-His Tag-Antikorper fur scFv) . 
15 Zum Nachweis des gebundenen sekundaren Antikorpers erfolgte 
eine Farbreaktion mit TMB (3, 3', 5,5'- 

Tetramethylbenzidine) . Nach ca. 15 Minuten wurde die 
Reaktion durch Zugabe von 2 , 5N H 2 SOV abgestoppt . Die 
Messung erfolgte mit eiriem Mikrotite^plattenphotometer mit 
20 Filter 450nm im Dual -mode gegen einen Ref erenzf ilter 630nm. 
Representative Ergebnisse sind in den Abbildungen 4 bis 8 
dargestellt . 

5.1. Bindung an die glykosylierte PDTRP Region innerhalb 
25 einer MUC1 Tandem Repeat Sequenz 

Abbildung 4 zeigt die Bindung der erf indungsgema&en 
Erkennimgsmolekule bevorzugt an das glykosylierte MDC1 
Peptid. Es sind zwei Erkennungsmolekule mit variierenden 
30 Loop -Sequenz en im igG-Format verglichen. Die 

Antikdrperkonstrukte mlgG-Pankol (SEQ ID NO. 60 und SEQ 
ID NO. 62) und mIgG-Panko2 (SEQ ID NO. 61 und SEQ ID NO. 
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63) binden hochspezif isch an das 3 0-mer, bevorzugt an 
das glykosylierte Peptid und nur schwach oder gar nicht 
an die nicht -glykosylierte Peptidsequenz . Im Vergleich 
zu mlgG-Pankol und mIgG-Panko2 ist in Abbildung 5 die 
Bindung der MDCl-spezif ischen Antikorper HMFG-1, C595 
und SM3 an das nicht-glykosylierte und das glykosylierte 
30-mer dargestellt (reprasentatives Beispiel) . Die drei 
Antik6rper HMFG-1, C595 und SM3 zeigen keine oder nur 
eine schwache Glykosylierungsabhangigkeit mit einem 
Faktor (Verhaltnis glykosyliertes/nicht-glykosyliertes 
Peptid) fur alle drei Antikorper von < 1,2. Die 
Antikorper. dienen zur Abgrenzung und sind nicht Teil der 
erf indungsgemaSen Erkennungsmolekule . Dagegen ergibt 
sich unter gleichen Bedingungen fur den mlgG-Pankol ein 
Faktor von > 4,5 (in Abb. 5: 5,1) und far den ralgG- 
Panko2 ein Faktor von > 20 (in Abb. 5: 22,1) . 

In Abbildung 6 sind verschiedene Formate der 
erf induhgsgemafienv - Erkennungsmolekule : in - dhrearK 
spezifischen Bindung bevorzugt an das glykosylierte 
MDC1- Peptid dargestellt. 

5.2. Bindung an multiple nicht-glykosylierte MOC1 Tandem 
Repeats 

Abbildung 7 zeigt als reprasentatives Beispiel die 
Bindungsabhangigkeit der erf indungsgemaEen 

Erkennungsmolekule mlgG-Pankol und mlgG-Panko2 von der 
Anzahl der nicht-glykosylierten ..Tandem Repeats im 
Vergleich zu den MDCl-spezif ischen Antik6rpern C595 und. 
SM3 . Das Verhaltnis des Signals mit dem TR5 Peptid zu 
dem mit dem TR1 Peptid stellt eiiien Faktor dar, der den 
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Grad der Bindungsabhangigkeit von der Anzahl der Repeats 
wiederspiegelt . Piir den mlgG-Pankol und den mIgG-Panko2 
ergeben sich Faktoren von > 3 (in Abb- 7: 3,9) bzw. > 8 
(in Abb . 7 : 12 , 7) , wohingegen die MUCl-spezif ischen 
5 Antikorper unter gleichen Bedingungen C595 (Faktor 1,1) 

und SM3 (Faktor 2,1) keine oder nur eine geringe 
Abhangigkeit zeigen. 

5.3. Bindung an multiple glykosylierte MUC1 Tandem 
10 Repeats 

Abbildung 8 zeigt als representatives Beispiel die 
Bindungsabhangigkeit des erf indungsgemafcen 

Erkennungsmolekuls mIgG-Panko2 von dqr Anzahl der Tandem 
15 Repeats (multiple glykosylierte PDTR-Regionen) im 

Vergleich zu den MUCl-spezif ischen Antikorpern C595 und 
SM3 . Der mIgG-Panko2 zeigt eine zusatzliche Abhangigkeit 
von der Anzahl • glykosylierter Tandem Repeats, ' wohingegen 
:y > die Bindung der MUCl-spezifd^ch6n : - >Aritik6rp'er VC595 und 
20 SM3 unabhangig von einer .Erhohung der Repeat -Anzahl ist. 



6. Immunhistologische und ixnmunzytologische Farbungen mit 
Erkennungsmolekiilen, die das glykosylierte MUC1 
25 Tumorepitop spezifisch erkennen 

Fur die immunhistologischen Farbungen wurden 

Gefrierschnitte entsprechender Gewebeproben luf tgetrocknet 
und mit 10% Formaldehyd in PBS 15 min fixiert. Zur 
30 Reduktion der endogenen Peroxidase-Aktivitat wurden die 
Schnitte mit 3% Wasserstof f peroxid in PBS behandelt und 
nach Blockierung unspezif ischer Bindungsstellen mit 
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Kaninchenserum mit einem erf indungsgemaSen MDC1- 
spezifischen . Erkennungsmolekuls in Form eines 
Primarantikorpers inkubiert. AnschlieSend wurden die 
Praparate mit einem eritsprechenden Sekundarantikorper 
(anti-Maus IgG POD gekoppelt) inkubiert. Die Farbreaktion 
erfolgte unter Verwendung des Peroxidase- Substrata 
Diaminobenzidin und die Gegenfarbung mit Hamatoxylin. 

Das beispielhafte erf indungsgemafie Erkenmmgsmolekul mlgG- 
Panko2 reagiert nur mit wenigen Strukturen im Normalgewebe . 
Diese befinden sicb hauptsachlich in immunpriveligierten 
Regionen des Korpers, beispielsweise auf der apikalen 
Oberflache von Zellen bestimmter Drusengange, una sind 
somit in fur einen Antikorper in vivo nicht oder nur sehr 
schlecht zuganglichen Bereichen (Tabelle 3) . Daruber hinaus 
sind die Farbungen im normalen Brustgewebe im Vergleich zum 
Tumorgewebe- schwach und befinden. sich nur an der apikalen 
Membran. _ 

Tabelle 3 s Reaktibn von humanem Normalgewebe mit dem MUC1 
spezifischen Antikorper mIgG-Panko2. 

Gewebetyp Reaktivitat 

Epidermis 

Stratum basale +/- 

Stratum spinosum 

Stratum granulosum 

Stratum corneum 

nicbt epidermale Zellen 
Magen 

Foveola Epithelium 
Fundu sdrusen 
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Ko rpu sdrusen 
Dunndarm 

Mucosa 
Colon 

Mucosa 
Brust 

Drusengange 
Azini 

myoepithelial Zellen 

Milz 

. Trabeculae lienis 

Retikularzellen 

Lympho zy t en 

Makrophagen 
Endothelium 
Prostata 
Leber 

Hepatozyten 
- ■ Galleinwege 
Niere 

Glomeruli 
Kapselepithelium 
Tubuli proximales 
Tubuli distalis 
Sanunelrohr 

Iiymphknoten 

Lymplio zyt en 
Makrophagen 
Retikularzellen 

Gallenblase, 
Mucosa 

Gehirn 
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Neuronen - 

Gliazellen 

Meninges 

Ependymzellen 
Nebexmiere 

Nebennierenrinde 

Nebennierenmark 
Thymus 

Epitheliale Retikularzellen 
Has sal l-Korper chen - /+ 

Lymphozyten 
Makrophagen 
Blase 

Urot helium + 

Herz 

Endocardium 
Myocardium 

Mesothelium ' " 

Bauchspeicheldru.se * ^ - • 

Driisengange + 

Azini + 

Langerhans'sche Inseln 
Bindegewebe 
Synovialgewebe 
Muskelgewebe 

glatter Muskel 

Skelettmuskel 

Die beanspruchten Erkennungsmolekule xeagieren positiv mit 
einer Vielzahl von Turooren. Die Daten in Tabelle 4 zeigen, 
dass die MUC1 spezifischen Erkennungsmolekule einen grofien 
Prozfentsatz an Tumorpatienten einer Indikation erkennen, 
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der von Indikation zu Indikation unterschiedlich ist. In 
Dickdarmadenomen korreliert die Farbung mit dem Grad der 
Dysplasie. Colonadenome reagieren nicht Oder nur sehr 
schwach mit mIgG-Panko2 , wohingegen Coionkarzinome positiv 
sind. Normales Pankreasgewebe ist nur schwach positiv, 
Pankreaskarzinome zeigen dagegen eine sehr starke Reaktion 
rait dem erf indungsgemaSen Erkennungsmolekul mIgG-Panko2 . 

Tabelle 4: Reaktion von humanem Tumorgewebe mit mlgG- 
Panko2 . 

Gewebetyp % positive Falle 

Colon - ' 

Adenome 

tubular 25 
tubular- villds 2 5 

villos 3 3 

Transitorische Mucosa 30 

Karzinome • 

Adenokarzinom 9° 
Papillares Adenokarzinom 67 
Mukoses Adenokarzinom ■ 67 
Muz in -pr oduz ier ende s 

Adenokarzinom i°° 
Siegelringzellkarzinom . 10 0 

Leberraetastasen 
Magenkar z inome 
Leberkarzinome 

gut dif f erenziert 14 
mafiig dif f erenziert 42 
schwach dif f erenziert 5 0 

Pankr easkar z inome 100 
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Mammakarzinome 

Primarkarzinome 87 

Metastases. 91 

Nierenzelikarzinome 10 0 



Fur , die iramunzytologischen F&rbungen wurde die 
Immunf luoreszenz eingesetzt. Dafur wurden die 

entsprechenden Zellen auf Objekttrager angetrocknet und mit 

10 5% Formaldehyd 10 min fixiert. Nach Blockierung 
unspezifischer Bindungsstellen mit BSA (1% in PBS) wurden 
die Zellen mit dem erf indungsgemafcen Erkennungsmolek&l in 
Form von Primarantikorpern inkubiert . AnschlieSend wurde 3 
mal mit PBS gewaschen und mit .dem entsprechenden 

15 f luoreszenz -markierten Sekundarantikorper (anti-Maus IgG- 
FITC oder ant i- human Fab-Cy2, Dianova) inkubiert. Nach 
mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen in Mowiol 
eingebettet . 

20 Es wurden verschiedene Zelllinien mit MUC1 spezifischen 
Erkennungsmolekulen in der Immunf luoreszenz getestet. Eine 
Reihe von Tumorzelllinien reagieren positiv (Tab. 5 und die 
Abb. 9 und 10) . 
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Tabelle 5: Reaktivit&t verschiedener Zelllinien mit dem 
MUC1 spezifischen Antikorper mIgG-Panko2 . 
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Zelllinien 


Reaktivitat 


ZR-75-1 


Positiv 


T47D 


Positiv 


U266 


(positiv) 


LN.7 8 


Positiv 


HT2 9 


Negativ 


HCT15 


(positiv) 


HepG2 


Negativ 


K562 


Positiv 


MCF-7 


Positiv 


HEK2 93 


(positiv) 



Abbildung 9 zeigt beispielhaft eine Fluoreszenzanaxkierung 
von T47D Zellen, einer Mairanakarzinom-Zelllinie, mit mlgG- 
Panko2. Abbildung 10 zeigt- beispielhaf t eine 
Fluoreszenzmarkierung von K56 2 Zellen mit clgG-Pankol. 

Mit Hilfe der Imraunhistologie und der 

Immunfluoreszenzmarkierung wurde ebenfalls die 

Neuraminidase -abhangigkeit des glykosylierten MUC1- 
Tumorepitops untersucht. Hierfur wurden die Schnitte bzw. 
die Zellen mit Neuraminidase (0,02 U/ml PBS + 0,01 M Ca 2+ ) 
eine Stunde bei Raumtemperatur vorinkubiert , anschlieSend 
mit PBS gewaschen und dann wie oben markiert. Wie in den 
Tabellen 6 und 7 dargestellt ist die Bindung der 
erfindungsgemaSen Erkennungsmolekule -an das glykosylierte 
MUCl-Tumorepitop im Sinne der Erfindung Neuraminidase - 
unabhangig oder wird durch Neuraminidasebehandlung 
verstarkt . 
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Tabelle 6: Immunhistologische F&rbungen von humanem Gewebe 
mit dem mIgG-Panko2 vor und nach Neuraminidase - 
Behandlung . 





Reaktivitat 
unb ehande 1 t 


Reaktivitat nacH 
Neuraminidase - 
behandlung 


normales 
Colongewebe 






Col onadenome 


+ 


+ 


Col onkar z inome 


++ 


++ 


Mammakar z inome 


++ 


+++ 



Tabelle 7: Immunf lucres zenzmarkierung von zwei 

Tumor zelllienien mit dem mIgG-Panko2 vor und 
nach Neuraminidase -Behandlung. 





Reaktivitat 
unbehande 1 t 


Reaktivitat nach 
Heuraminida se- 
behandlung 


K562 


+ 




ZR-75-1 


+++ 


+ + + + 



7. Chelatisierung und radioaktive Markienmg von 
Antikorpern und An tikorperf ragmen ten , die das 
glykosylierte fcOTCl Tumorepitop spezifisch erkexmen 

Durch Konjugation wurde an die Antikorper mIgG-Panko2 und 
clgG-Pankol bzw. an die scFv- Formate mit den Sequenzen SEQ 
ID NO. 3 6 und 45 ein Chelator kovalent gebunden, der die 
Bindung eines Radiometalls ermoglicht. Als Chelatoren kamen 
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die kommerziellen • Produkte der Pirraa Macrocyclics (Dallas, 
USA) , p-isothiocyanatobenzyl-diethylenetriaminepentaacetic 
acid (p-SCN-Bz-DTPA) und p-isothiocyanatobenzyl -1,4,7,10- 
tetraazacyclododecane-l,4,7,10-tetraacetic acid (p-SCN-Bz- 
DOTA) zum Einsatz. Beide Chelatoren eignen sich zur 
Kopplung an Antik6rper zu deren Radioaktivmarkierung 
[Brechbiel et al., i986; Kozak et al., 1989; Stimmel et 
al., 1995] . 

Die Konjugation erfolgte durch Reaktion der 
Isothiocyanatgruppe des Chelators mit einer freien e- 
Aminogruppe der Aminosaure Lysin am Antikorper. Es entsteht 
eine kovalente N-C-Bindung zwischen Chelator und 
Antikorper . 

Der gereinigte Antikorper bzw. das gereinigte 
Antikorperfragment raufi zunachst in Kopplungspuffer pH 8,7 
umgepuffert werden. Hierzu wurde eine Ultrafiltration, in 
einer Filtrationshulse (Centriprep ' YM-50 bzw. YM-10; 
Millipore) durchgef uhrt . Dies erfolgte durch mehrmalige 
Verdunnung mit 10-fachem Volumen und Filtration durch eine 
Membran mit definierter PorengroSe durch Zentrifugation. 
Dadurch wurde PBS durch den alkalischen Kopplungspuffer 
(0,05 M Natrium- Carbonat, 0,15 M Natriumchlorid, pH 8,7) 
ersetzt. 

Die Chelatisierung wurde mit den bifunktionellen Chelatoren 
p-SCN-Bz-DTPA- bzw. p-SCN-Bz-DOTA durchgef fihrt . Zur 
Chelatisierungsreaktion wurden Protein (1-10 mg/ml) in 
Kopplungspuffer und eine Losung des Chelators von 1 mg/ml 
in 2% DMSO/Wasser so gemischt, dass ein molarer UberschuS 
des Chelators gewahrleistet war. Es folgte eine Inkubat ion 
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der Mischung von 111 bei 37 °C. AnschlieSend .wurde nicht 
gebundener Chelator durch Ultrafiltration im gleichen GefaS 
(Centriprep YM-50 bzw. YM-10;. Millipore) abgetrennt und wie 
oben . beschrieben in " den zur Radioaktivmarkierung 
5 notwendigen Beladungspuf f er auf pH 4,2 umgepuffert (0,15 M 
Natriumacetat; 0,15 M Natriumclorid, pH 4,2). Die 
Proteinkonzentration wahrend und nach diesem Schritt wurde 
wieder auf 1-10 mg/ml mit Hilfe einer UV-Messung bei 2 8 0nm 
eingestellt . 

10 

Es waren Bedingungen fur die Chelatisierungsreaktion zu 
finden, die eine Radiomarkierung des Antikorpers erlauben, 
ohne dessen Bioaktivitat wesentlich zu mindern. 

15 Der chelatisierte Antikorper wurde mit einera Radiometall 
beladen, wodurch der Radio -Antikorper erzeugt wurde. Zur 
Beladung wurden die Isotope 11:L Indiuni und 90 Yttrium 
verwendet. = Beide haben chemisch und physikocheiriisch 
. vergleichbare . Eigenschaf ten und werden • durch >den Chelator i 
20 als dreiwertige Ionen gebunden ( 11:L In 3+ , 90 Y 3+ ) . Der mit 
i:L1 Indium markierte Antikorper ist ein y-Strahler und wird 
in der Klinik zur individuellen Dosisfindung fur den 
Patienten verwendet, wahrend 90 Yttrium ein p-Strahler ist, 
der therapeutisch zum Einsatz koiratit. Die Halbwertzeiten 
25 betragen fxlr ni In 67 Stunden und fur 90 Y 64 Stunden. 

Zur Beladung wurde ^Indiumchlorid der Firma NEN (Perkin 
Elmer, Belgien) verwendet. Die Lieferung des Radiometalls 
erfolgt in salzsaurer Losung. Diese i:L1 InCl3 Losung wurde 
30 zunachst kurzzeitig auf eine HCl-Konzentration von 1M 
gebracht. AnschlieSend wurde mit 0,05M HCl auf eine 
spezifische Aktivitat von 80-320mCi/ml verdunnt und davon 
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ein Aliquot zum Einbau in den chelatisierten Antikorper 
verwendet, wobei das zugegebene Volumen HCl-saurer "^mcio- 
LSsung gleich dem Volumen der vorgelegten Antikorperlosung 
im Kopplungspuffer pH 4,2 sein sollte, um die. pH-Stabilitat 
5 zu gewahrleisten. Inkubationsdauer war lh bei 37°C mit 
gelegentlichem vorsichtigem Mischen. 

Im AnschluS daran wurde der Filtereinsatz wieder in die 
Filtrationshulse eingesetzt und wie oben beschxieben in 

10 Phosphatpuffer pH 7,2 mit physiologischem Gehalt an 
Kochsalz umgepuffert. Dabei erfolgte eine Trennung von 
hochmolekularem " radioaktiv markiertem Antikorper und 
ungebundenem ^InCla . Die Quantif izierung des Einbaus von 
i:L1 In in den chelatisierten Antikorper erfolgte 

15 dunnschichtchromatographisch. Die Einbaurate des 

Radiometalls lag bei 80-99% der eingesetzten 
Radioaktivitat . 



20 8. Zellbindungsversuche iind Scatchard Analyse von 
radioaktiv -mark! er ten Erkennungsmolekulen , die das 
glykosylierte MUC1 Tumorepitop spezifiscb erkennen 

Verscbiedene Tumorzelllinien wurden zur Testung der 
25 Zellbindungsfahigkeit der radiomarkierten 

Erkennungsmolekule berangezogen. Dabei wurde jeweils in 
Dublettbestimmungen eine bestimmte Anzahl Zellen in einem 
1,5 ml Gef aS vorgelegt und mit steigenden Mengen Antikdrper 
inkubiert. Nach dem Waschen wurde .. anhand der .Zahlrate 
30 bestimmt, wieviel Antikorper gebunden hat. Dieser Wert 
wurde als Vernal tnis gebunden/nichtgebunden gegen die Menge 
gebunden in ein Diagramm aufgetragen und im linearen 
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Bereich der Kurve die Steigung ermittelt und der Abzissen- 
Schnittpunkt bestimmt (Scatchard Analyse s.u.). Pro Ansatz 
werden lxlO 6 Zellen benotigt. Nach Vorinkubation der Zellen . 
fur eine Stunde auf Eis wurde die benStigte Menge Zellen in 
ReaktionsgefaSe vorgelegt, zentrifugiert (5min. lOOOxg, 
25°C) und der Uberstand abgenommen. Dann wurde mit PBS/0,1% 
Tween20/1% BSA aufgefullt bis zum Volumen 200/xl abzuglich 
der nocb zuzugebenen Menge Erkennungsmolekul . AnschlieSend 
wurde das entsprechende Erkennungsmolekul zum Endvolumen 
2 00 /il zugegeben (ca. 40 bis 500 ng, je nach 
Erkennungsmolekul) und die Ansatze far eine Stunde bei 4- 
8°C inkubiert. Nach Zentrifugation (5min, lOOOxg, 25°C) 
wurde der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in 500^1 
PBST/1%BSA vorsichtig resuspendiert . . Nach nochmaligem 
Waschen wurde das Zellpellet im GafaE am gamma- Counter 
gemessen. Von den Ausgangslosungen definierter 
Konzentration wurden die spezifischen Zahlraten bestimmt, 
der Wert in cpm/ng wurde der Relativierung der Messwerte 
■ von-.:-, gebundenem y Antikdrper zugrunde . gelegt. y Die,; - 
Abzissenwerte sind in gebundene Molekule AntikSrper pro 
Zelle (r) aufgetragen. Der jeweilige Ordinatenwert ist der 
Quotient aus Bindung (r) zu freier Bindung, wobei die freie 
Bindung die Differenz aus Gesamtmenge und gebundener Menge 
AntikSrper (in Abbildung 12 Angaben in M) darstellt. Der 
Abzissen-Schnittpunkt bezeichnet die Anzahl der 
Bindungsplatze/zelle, Aus der Steigung der Geraden ergibt 
sich die Assoziationskonstante Kass in [M _1 ] . 
In Abbildung 11 sind beispielhaft die Scatchard-Analysen 
der Bindung der radioaktivmarkierten . Erkennungsmolekule im 
scFv- Format mit den Sequenzen SEQ ID NO. 36 (monoval enter 
scPv, Abb. lla) und 45 (Multibody, Abb. lib) an T47D Zellen 
dargestellt, wobei sich unter diesen Bedingungen fur den 
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monovalenten scFv eine Kass von 4,5 x 10 6 M" 1 und 5,3 x . 10 s 
Bindungspl&tze/Zelle sowie fur den Multibody eine Kass von 
1,9 x 10 7 M" 1 bzw. 2,6 x 10 6 Bindungsplatze/Zelle ermitteln 
lassen. 

In Tabelle 8 sind die Assoziationskonstanten und die Anzahl 
der Zellbindungsplatze verschiedener Antikorper und 
Antikorperformate an K562 Zellen zusammengef afit und mit dem 
HMFG-1, der unter gleichen Bedingungen eingesetzt und 
getestet wurde, verglichen. 

Tabelle 8: Zellbindungstest und Scatchard-Analyse mit 
radioaktivmarkierten Erkennungsmolekulen an 
K562 Zellen. 



Antikorper 


Kass [M-lj 


Anzah.1 

Bindungsplatze/Zelle 


mIgG-Panko2 


2 x 10 D 


1,2 x 10 3 


HMFG-1 • 


3,9 x 10 a 


9,6 x 10 4 


clgG-Pankol 


1,2 x 10 a 


2,1 x 10 J > - 


SEQ ID NO. 46 


4,4 x 10 7 


4,5 x 10- 



9. Bibdistribution der radioaktiv-markierten Erkennungs - 
molekule, die das glykosylierte MUC1- Tumor epi top 
spezifiscb erkennen, in einem in vivo Tumormodell 

Als Tumormodell wurde humanes Colonkarzinomgewebe 
(Xenograft #5841) auf Nacktmause (Ncr: nu/nu, weiblich) 
subkutan transplant iert . Nach ca. 3-4 Wochen ist der Tumor 
unter der Haut tastbar. Den Tumor -tragenden Mausen (pro 
Zeitpunkt n=5) wurden jeweils 5 ng ^In-markierter mlgG- 
Panko2 in 2 00 /il i.v. in die Schwanzvene verabreicht . Nach 
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5min, 111, 4h, 811, 24h, 48h und 72h wurden die Mause 
getotet und die Verteilung der Radioaktivit&t im Tumor, im 
Serum und den Organen ermittelt. Die spezifische 
Anreicherung des mIgG-Paiiko2 im Tumor in %ID/g Tumor 
(bezogen auf die injizierte Dosis -und das Tumorgeweicht) , 
ist in Abbildung 12 dargestellt. Im Gegensatz dazu findet 
in den Organen und im Serum eine Abreicherung der 
Radioaktivitat im angegebenen Zeitverlauf statt. 



10. Hachweis des Tumor-spezif iscOxen, sekretorisclien MUC1 im 
Sandwich-ELISA mit Erkennungsmolekiilen, die das 
glykosylierte MUC1 Tumorepitop spezifisch erkennen 

Tumor- spezif isches, sekretorisches MUC1 kann im Sandwich- 
ELISA nachgewiesen werden. Dabei dient ein MUC1 
spezifischer Antikorper als Fanger-Antikorper von MUC1 und 
ein erf indungsgemaSes Erkennungsmolekill zum Nachweis des 
Tumor- spezif ischen MCFC1 . Urn Core-1 positives/ 

sekretorisches MUC1 nachzuweisen, dient beispielsweise ein 
erfindungsgemafies Erkennungmolekul als Finger und ein Core- 
1 spezif ischer Antikorper zum Nachweis des Core-1 Antigens. 
Ein dritter Enzym- oder Fluoreszenz-gekoppelter Antikorper 
muss zur Detektion des Zweitantikorpers eingesetzt werden. 

Als Beispiel wurden die tJberstande von drei Tumorzelllinien 
analysiert (K562, ZR-75-1 und T47D) . Die Ergebnisse sind in 
Tabelle 9 dargestellt. 10 s Zellen pro ml Zellkulturmedium 
wurden ausgesat, 4 Tage ohne Mediumwechsel kultiviert, 
anschlieSend ein Aliquot abgenommen und der Zellkultur- 
uber stand durch Zentrifugation vom Zellpellet getrennt. 5 0 
fxl dieser Crberstande wurden unverdunnt im ELISA eingesetzt. 
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Der Sandwich-ELISA wurde durchgefuhrt , indem. die 
Mikrotiterplatte mit dem Fanger-Antikorper (HMFG-1 oder 
mlgG-Panko2, l /ug/ml) in PBS uber Nacht bei 4 °C 
beschichtet wurde. - * Es wurden drei verschiedenen 

5 Konzentrationen des Antikorpers filr die Beschichtung 
getestet (1 pig/ml, 2 ixg/ml und 4 fig /ml) . Die Beschichtung 
mit 1 fig/ral erwies sich im Sandwich-ELISA als am 
empf indlichsten. - AnschlieSend wurden die beschichteten 
Platten zweimal mit PBS gewaschen und 1,5 h in 5% BSA, 

10 0,05% Tween 20 in PBS bei Raumtemperatur blockiert . Der 
Blockieirungspuf fer wurde entfernt, die Platten erneut 
einmal mit 0,1% Tween 20 in PBS (Waschpuf f er) gewaschen, 
die Proben dazugegeben und 1,5 h bei Raumtemperatur 
inkubiert. Als Negativkontrollen wurden das 

15 Zellkulturmedium oder 2% BSA in Waschpuffer 
(Verdunnungspuffer fur Zweitantikorper) verwendet . Eine 
Positivkontrolle stand nicht zur Verfiigung. Fur den MUC1- 
Core-l-Sandwich-ELISA erfolgte nach . dreimaligem Waschen die 
....Neuraminidase-Behandlung in den . dafur,.. vorgesehenen' : Wells. 

20 Zu diesem Zweck wurde die Neuraminidase -Losung (DADE 
Behring, Deutschland) in Immidazolpuf f er (0,68 g Immidazol, 
0,19 g CaCl 2 und 0,4 g NaCl in 100 ml H 2 0, pH 6,8) 1:5 
verdunnt und 50 /xl/well 3 0 min, bei 3 7 °C inkubiert. Als 
Kontrolle wurde der Imidazolpuf f er ohne Neuraminidase- 

25 Losung in einem entsprechenden Well inkubiert. AnschlieSend 
wurden die Wells dreimal gewaschen und der biotinylierte 
mIgG-Panko2 (EZ-Link Sulf o-NHS-LC-Biotin, Pierce) bzw. ein 
anti-Core-1 Antikorper (mIgM-Karo4) zum Nachweis des MUC1 
bzw. des Core-1 tragenden MUC1 in 2% BSA in Waschpuffer 

30 dazugegeben und eine weitere Stunde bei Raumtemperatur 
inkubiert . Nach erneutem dreimaligen Waschen f olgte die 
Zugabe von Peroxidase-gekoppeltem Strepavidin bzw. eines 



93 . • 

anti-IgM(ja) Antikorpe.rs Peroxidase-gekoppelt (Dianova) 
1:300 bzw. 1:5000 verdunnt in 2% BSA in Waschpuffer und 
eine Inkubation von 1 h bei Raumfcemperatur . AbschlieEend 
wurden die Platten zweimal in Waschpuffer und einmal in PBS 
gewaschen. Die Farbereaktion erfolgte in 25 niM 
Zitronensaure, Phosphatpuf f er pH 5,0 mit 0,04% H 2 0 2 und 0,4 
mg/ml o-Phenylendiamin (Sigma) im Dunkeln bei 
Raumtemperatur . Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 2,5 
N Schwefelsaure (Endkonzentration 0,07 N) gestoppt und im 
ELI SA- Reader bei 492 nm mit einem Ref erenzf ilter von 620 nm 
vermes sen . 



Tabelle 9 : 



Analyse von Tumor -spez if ischem, sekretorischem 
MUC1 in Kulturuberstanden zweier Zelllinien und 
Detektion von Core-1 vor und nacb Neuraminidase 
Behandlung im Sandwich. ELISA. 



Fanger Ab 


HMFG-l 


mIgG-PanJco2 


Nachweis- 
Zelllinie 


xnlgG- r 
Panko2 


anti -Core-1 (mIgM-Karo4) 


- Neuraminidase 


+ Neuraminidase 


K562 


+ 






ZR-75-1 


++ + 




+ 


T47D 


++ 




+++ 



11. Nachweis von MUC1 im Serum von Colonkarzinom-Patienten 
durch Erkennungsmolekule, die das glykosylierte MUC1 
Tumorepitop spezifisch erkennen 
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Zum Nachweis von ISslichem MUC1 in Patienten-Seren wurde 
ein Sandwich-ELISA wie oben beschrieben verwendet . Als 
Fanger-Antikorper wurde der anti-MUCl Antikorper 115D8 
(Fanger im konmimerziellen CA 15-3 Test) Oder der mlgG- 
Panko2 (1 ng/tal PBS) verwendet. Nach dem Blocken mit 2% 
BSA/PBS wurden die Seren aufgetragen. Es wurden 24 
verschiedene Colonkarzinom-Patientenseren in verschiedenen 
Verdunnungen (unverdunnt bis 1:32 verdunnt) untersucht. Als 
Standard dienten Verdunnungen eines definierten Serums 
eines Mammakarzinom-Patienten (152. U/ml, Enzymun-Test CA 
15-3, Boehringer Mannheim) . Als Grenzwert wurden 23 U/ml 
(in der Literatur Durchschnittswert fur Normalseren) 
festgelegt. Zum Nachweis des gebundenen MCJC1 wurde der 
mIgG-Panko2 mit zwei anderen anti-MUCl Antikorpern, dem DF3 
. (Nachweisantikorper im CA 15-3 Test) und dem HMFG-1, 
verglichen. Alle drei Antikorper wurden biotinyliert (EZ- 
Link Sulfo-NHS-LC-Biotin, Pierce) eingesetzt und nach 
dreimaligem Waschen mit PBS + 0,1% Tween20 . • mit 
Streptavidin-POD gekoppelt (1:300 in • 0 , 2%- BSA/PBS) " uiid TMB 
als Peroxidase- Substrat (vgl. oben) nachgewiesen . 

In Tabelle 10 sind die Daten zusammengef afit . - Loslichem MOC1 
im Serum von Colonkarzinom-Patienten wird mit dem 
erfindungsgemasen Erkennungsmolekul mIgG-Panko2 deutlich 
weniger gebunden als mit den bekannten anti-MUCl 
Antikorpern DF3 und HMFG-1. 

Tabelle 10: Nachweis von Serum-MUCl im ELISA unter 

Verwendung verschiedener anti-MUCl Antikorper. 



Fanger - 
antikorper 


Nacliweis- 
antikorper 


P rob en uber 
Grenzwert / Ges amtpr oben 


% | 
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115D8 


DF3 


20/24 


O -J 




* HMFG-1 


22/24 


92 




mIgG-Panko2 


8/24 


33 


mIgG-Panko2 


iuIgG-Panko2 


8/24 


33 






1/12 


8 



Legende zu den, Abbilduncren 

Abb. 1- Vektor zur Klonierung und bakteriell'en 

Expression ■ von single chain 

Antikorper f ragmenten . 

Abb. 2s Klonierungs schema zur Her st el lung von single 

chain Ant ikorperf ragmenten mit 

unterschiedlicher Linkerlange. 

Abb. 3: Vektor system- zur 1 Klonierung und 

eukaryontischen Expression von chimaren 
Antikorpem im IgGl oder IgM- Format. 



Bindung der erf indungsgemafien 

Erkennungsmolektile mlgG-Pankol und mlgG- 
Panko2 an glykosyliertes und nicht- 
glykosyliertes MUC1 Peptid im ELISA. Als 

Antigene wurde das nicht-glykosylierte 30-mer 
mit der Sequenz APPAHGVTSAPDTRPAPGSTAPPAHGVTS 
und das glykosylierte 3 0-mer mit der Sequenz 
AP PAHGVTS APDT [GalNAca] RPAPGSTAP PAHGVTSA 
verwendet und in . PBS an die Platte gebunden. 
Die Antikorper mlgG-Pankol und mIgG-Panko2 
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wurden in einer Konzentration von 0,5 pig/ml 
im ELISA eingesetzt* 

Vergleich der spezifischen Bindung der anti- 
MUC1 Antikorper HMFG-1, C595 und SM3 mit 
mlgG-Pankol und mIgG-Panko2 an glykosyliertes 
■und nicht -glykosyliertes MUC1 Peptid im 
ELISA. Als Antigene wurde das nicht- 
glykosylierte 3 0-mer mit der Sequenz 
APPAHGVTSAPDTRPAPGSTAPPAHGVTS und das 

glykosylierte 3 0-mer mit der Sequenz 
APPAHGVTSAPDT [GalNAca] RPAPGSTAPPAHGVTSA 
verwendet und in H 2 0 an die Platte 
angetrocknet . Die Antikorper wurden in einer 
Konzentration von 10 [xg/ml im ELISA 
eingesetzt . 

Spezif ische Bindung versciiiedener bevorzugter 
Formate erf indungsgeniaSer Erkennungsmolfekule 
im ELISA, beispielhaf t am nicht- 

glykosylierten und glykosylierten 30-mer MUC1 
Peptid, Als Antigene wurde das nicht- 
glykosylierte 3 0-mer mit der Sequenz 
APPAHGVTSAPDTRPAPGSTAPPAHGVTS und das 

glykosylierte 3 0-mer mit der Sequenz 
APPAHGVTSAPDT [GalNAca] RPAPGSTAPPAHGVTSA 
verwendet und in PBS an die Platte gebunden. 
Die beiden scFv Formate SEQ ID NO. 3 6 und 45 
wurden mit 0,5 fig /ml, der murine IgG mit 0,1 
/ig/ml und der cbimare IgG mit 0,01 ^g/ml 
eingsetzt. Da fur die verschiedenen Formate 
unterschiedliche Sekundar antikorper verwendet 
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werden, sind die ELISA Daten nur qualitativ 
zu bewerten. 



Abhangigkeit der Bindung der 

erf indungsgemafien Er kennungsmo 1 ekul e ml gG - 
Pankol und mIgG-Panko2 von der Anzahl der 
Tandem Repeats im nicht -glykosylierten MUC1 
Peptiden im Vergleich zu den MUC1- 
spezifischen Antikorpern SM3 und C595 im 
ELISA. Als Antigene wurde eine Serie von 
glykosylierten MUC1- Peptiden 

unterschiedlicher Lange der Sequenz 
[VTSAPDTRPAPGSTAPPAHG] n / wobei n = 1, 3 und 5 
(TR1, TR3 und TR5) ist, verwendet und in H 2 Q 
an die Platte angetrocknet . Die Antikorper 
wurden in einer Konzentration von 10 jug/ml 
eingesetzt. 

*•*•*■* 
Abhangigkeit . t > der , .- Bindung des 
erf indungsgemafien Erkennungsmolekuls ml gG- 
Panko2 von der Anzahl der Tandem Repeats 
(multiple glykosylierte PDTR-Regionen) im 
Vergleich . zu den MUCl-spezif ischen 

Antikorpern SM3 und C595 im ELISA. Als 
Antigene wurde eine Serie von glykosylierten 
MUCl-Peptiden unterschiedlicher Lange der 
Sequenz A [HGVTSAPDT (GalNAca) RPAPGSTAPPA] n / 

wobei n » 1, 3 und 5 (TRlg, TR3g und TR5g) 
ist, verwendet und in H 2 0 an die Platte 
angetrocknet. Die Antik6rper. wurden in einer 
Konzentration von 10 ptg/ml eingesetzt; 
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Fluoreszenzmarkierung von Zellen der 
Tumorzelllinie T47D (Mammakarzinom) mit dem 
MUC1 spezifischen Erkennungsmolekiil mlgG- 
Panko2 . 

Fluor eszenzmarkierung von Zellen der 
Tumorzelllinie K562 (erythroide Leukamie) mit 
dem MUC1 spezifischen Erkennungsmolekiil clgG- 
Pankol • 

Scatchard-Diagramm zur Analyse der 

Zellbindung radioaktiv markierter MUC1- 
spezifischer Erkennungsmolekiileo Beispielhaf t 
sind hier die Bindungsdaten der beiden scPv 
Formate SEQ ID NO ♦ 37 (a) und SEQ ID NO. 46 
(b) dargestellt. r: gebundene Molekxile pro 
Zelle, A: eingesetzte Konzentration des 
radidaktiv markierten Erkennungsmolekuls [M] , 
x: an / die Zellen gebundener Anteil [M] . <: Di-e. 
Differenz A-x stellt die Konzentration der 
freien Erkennungsmolekule im Ansatz dar. Oben 
ist die entsprechende Geradengleichung 
angegeben, wobei der Geradenanstieg die 
Assoziationskonstante wiedergibt. 

Spezifische Anreicherung des radioaktiv- 
markierten Erkennungsmolekuls mIgG-Panko2 im 
Tumor in einem Maus -Xenotransplantat-Modell . 

Den Tumor- tragenden Mausen (pro Zeitpunkt 
n=5) wurden jeweils 5 fxg 1:L1 In-markierter 
mIgG-Panko2 i.v. verabreicht. Nach den 
angegebenen Zeitpunkten wurden die Mause 
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getotet und die Anreicherung im Tumor, 
bezogen auf die injizierte Dosis und das 
Tumorgeweicht (%ID/g) , bestimmt. 
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Sequenzllste 
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CDR 


Sequenzen 


SEQ 


ID 


Vi\J • 


1 


SEQ 


ID 


NO- 


2 


SEQ 


ID 


NO. 


3 


SEQ 


ID 


NO. 


4 


SEQ' ID 


NO. 


5 


SEQ 


ID 


NO. 


6 


SEQ 


ID 


NO. 


7 


SEQ 


ID 


NO. 


8 


SEQ 


ID 


NO. 


9 


SEQ 


ID 


NO. 


10 


SEQ 


ID 


NO. 


11 


SEQ 


ID 


NO. 


12 



DAWMD 
NYWMN 

E IRS KANNHATYYAE SVKG 
EIRLKSNNYTTHYAESVKG 

GGYGFDY 
HYYFDY 

RSSQS IVHSNGNTYLE 
RSSKSLLHSNGITYFF 

KVSNRFS 
QMSNLAS 

FQGSHVPLT 
AQNLELPPT 



25 CDR Sequenzen (canonical structure variants) 
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SEQ ID no: 


13 


NYWVN 


SEQ 


ID 


NO. 


14 


' NYWIN 


SEQ 


ID 


NO. 


15 


NYWYN 


SEQ 


ID 


NO. 


16 


. NYWWN 


SEQ 


ID 


NO. 


17 


DAWID 


SEQ 


ID 


NO. 


18 


DAWVD 


SEQ. 


ID 


NO. 


19 


DAWYD 


SEQ 


ID 


NO. 


20 


' DAWWD 


SEQ 


ID 


NO. 


21 


EIRSKANNYATYYAESVKG 


SEQ 


ID 


NO. 


22 


EIRIjKSNKYTTHYAESVKG 


SEQ 


ID 


NO. 


23 


EIRLKSNSYTTHYAESVKG 


SEQ 


ID 


NO. 


24 


RP S QS IVHSNGNTYLE 


SEQ 


ID 


NO. 


25 


RSSQS IVHSNGNTYFE 


SEQ 


ID 


NO. 


26 


RPSQS IVHSNGNTYFE 


SEQ 


ID 


NO. 


27 


RPSKSLLHSNGITYFF 


SEQ 


ID 


NO. 


28 


RSSKSLLHSNGITYLF 


SEQ 


ID 


NO. 


29 


RPSKSLLHSNGITYLF 



SEQ ID NO. 3 0 



FQGSHPPLT 
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SEQ ID NO. 31 AQNLEPPPT 



variable schwere Ketten 
SEQ ID NO. 32 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKIjSCAASGPTFSDAWMDWVRQSPEKGLEWVZ^IRSKANNIiA 
TYYAESVKGRFTISRDVSKSSVYLQMNNLRAEDTGIYYCTRGGYGFDW 

SEQ ID NO. 33 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLSCVASGFTFSNYWMNWVRQSPEKGLEWVAEIRL 
THYAESVKGRFTI SRDDS KS SVSLQMNNLRVEDTGI YYCTRHYYFDYWGQGTTLTVSS 



variable leichte Ketten 
SEQ ID NO. 34 

D IVLTQTPLSLP VS LGDQAS I S CRS SQS IVHSNGNT YLEWYLQKPGQS PKLL I YKVSNR 
FSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGDGTKLELKRA. 

SEQ ID NO. 35 

D IVMTQAAFSNPVTLGTS AS I S CRS SKSLLHSNGITYFFWYLiQKPGIjS PQLL I YQMSNL 
ASGVPDRFSSSGSGTDFTIiRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPPTFGGGTKLEIKRA 



VH/VIj Paarungen 

PailKol SEQ ID NO. 32 

SEQ ID NO. 34 

Panko2 SEQ ID NO. 33 

SEQ ID NO. 35 



verschiedene single chain Fv Formate 
SEQ ID NO. 36 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLSCAASGFTFSDAITOOWVRQSPEKGLEWVAEIRSKZ^NNHA 
TYYAES YKGRFTI SRDVSKS SVYLQMNNLRAEDTGIYYCTRGGYGFDYWGQGTTLTVS S 
ASSGGGGSGGGGSGGSARDIVLTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWY 
LQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVP 
LTFGDGTKLELKRAAAHHHHHHGAAEQKLISEEDIiNGAA 

SEQ ID NO. 37 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLSCA^GFTFSDAWI^W\niQSPEKGLEWVAEIRSKANNHA 

TYYAESVKGRFTI SRDVS KS S VYLQMNNLRAEDTGI YYCTRGGYGFDYWGQGTTLTVS S 
ASSGSGSSADIVLTQTPLSLPVSLGDQAS ISCRSSQS IVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPK 
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LLI YKVSNRFSGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGDGTRL 
ELKRAAAHHHHHHGAAEQKLI SEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 38 

EVKLVES GGGLVQPGGSMKL S CAASGFTFSDAWMDWVRQS PEKGLEWVAE IRSKANNHA 
TYYAE S VKGRFT I SRDVS KS SVYLQMNKLRAEDTGI YYCTRGGYGFDYWGQGTTLTVS S 
ASSGGSSADIVLTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYIiEWYLQKPGQSPKL 
LIYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGDGTKLE 

LKRAAAHHHHHHGAAEQKLI SEEDLNGAA 



SEQ ID NO. 39 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLSCAASGFTFSDAWMDWVRQSPEKGLEWVAEIRSKANNHA 
TYYAE S VKGRFTI SRDVS KS S VYLQMNNLRAEDTGI YYCTRGGYGFDYWGQGTTLTVS S 
AS SGS S ADIVLTQTPLSLPVSLGDQAS I S CRS SQS IVHSNGNTYLEWYLQKPGQS PKLL 
IYKVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGDGTKLEL 

KRAAAHHHHHHGAAEQKL I S EEDLNGAA ' 
SEQ ID NO. 40 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLS CAASGFTFSDAWMDWVRQS PEKGLEWVAE IRSKANNHA 
TYYAESVKGRFTI SRDVSKS SVYLQMNNIiRAEDTGIYYCTRGGYGFDYWGQGTTLTVSS 
AS S SS AD IVLTQTPLSLPVSLGDQAS I S CRS SQS I VHSNGNTYLEWYLQKPGQS PKLLI 
YKVSNRF SGVPDRFS GSGS GTDFTIjKI SRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGDGTKLEIiK 
RAAAHHHHHHGAAEQKLI SEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 41 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLS CAASGFTFSDAWMDWVRQS PEKGLEWVAEIRSKANNHA 
TYYAESVKGRFTISRDVSKSSVYLQMNNLRAEDTGIYYCTRGGYGFDYWGQGTTLTVSS. 
ASSSAD IVLTQTPLSLPVSLGDQAS I SCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIY 
KVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGDGTKLELKR 

AAAHHHHHHGAAEQKLI SEEDLNGAA 
SEQ ID NO. 42 

EVKLVE S GGGLVQ PGGSMKL S CAAS GFTF SDAWMDWVRQSPEKGLEWVAE I RS KANNHA 
TYYAE SVKGRFTI SRDVSKS S VYLQMNNLRAEDTGI YYCTRGGYGFD YWGQGTTLTVS S 
ASSADIVLTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYK 
VSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGDGTKLELKRA 

AAHHHHHHGAAEQKLISEEDLNGAA 
SEQ ID NO. 43 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLS CAASGFTFSDAWMDWVRQS PEKGLEWVAEIRSKANNHA 
TYYAESVKGRFTI SRDVS KS SVYLQMNNLRAEDTGI YYCTRGGYGFDYWGQGTTLTVSS 
AS AD IVLTQTPLSLPVSLGDQAS I S CRS SQS IVHSNGNTYLEWYLQKPGQS PKLL I YKV 
SNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGDGTKLELKRAA 

AHHHHHHGAAEQKLI SEEDLNGAA 
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SEQ ID NO. 44 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLSCAASGFTFSDAWMDWWQSPEKGLEWV^ 
TYYAESWGRFTISRDVSKSSVYLQMN3SILRAEDTGIYYCTRGGYGFDYWGQGTTLTVSS 
AADIVLTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVS 
NRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVFAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGDGTKLELKRAAA 

HHHHHHGAAEQKLI SEEDLNGAA 
SEQ ID NO. 45 

EVKLVE SGGGLVQPGGSMKLS CAASGFTFSDAWMDWVRQS PEKGLEWVAEIRS KANNHA 
TYYAESVKGRFTISRDVS KS SVYLQMNNLRAEDTGIYYCTRGGYGFDYWGQGTTLTVS S 
AD IVLTQTPLSLPVSLGDQAS IS CRSSQS IVHSNGNTYLEWYLQKPGQS PKLLI YKVSN 
RFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGDGTKLELKRAAAH 

HHHHHGAAEQKLI SEEVHQ 
SEQ ID NO. 46 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLSGAASGFTFSDAWMDWVRQSPEKGLEWVAEIRS KANNHA 
TYYAESVKGRFTISRDVSKSSVYLQMNNLRAEDTGIYYCTRGGYGFDYWGQGTTLTVSS 

DI VLTQTPLS LPVSLGDQAS I S CRS SQS IVHSNGNTYLEWYLQKPGQS PKLL I YKVSNR 
FSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGDGTKLELKRAAAHH 

HHHHGAAEQKLI SEEDLNGAA 
SEQ ID NO. 47 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLSCAA^GFTFSDAWMDV^QSPEKGLEWAEIRSKANNHA 
TYYAE S VKGRFTI SRDVS KS S VYLQMNNLRAEDTGI YYCTRGGYGFDYWGQGTTLTVSD 
IVLTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRF 
SGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVTLTFGDGTKLELKRAAAHHH 

HHHGAAEQKLI SEEDLNGAA : ' 
SEQ ID NO. 48 

EVKLVES GGGLVQPGGSMKLS CVAS GFTF SNYWMNWVRQS PEKGLEWVAEIRLKSNNYT 
THYAESVKGRFTI SRDDSKS SVSLQMNNLRVEDTGI YYCTRHYYFDYWGQGTTLTVS SA 
S SGGGGSGGGGSGGSARDI VMTQAAFSNPVTLGTS AS I SCRS SKSLLHSNGITYFFWYL 
QKPGLSPQLLIYQMSNLASGVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPP 

TFGGGTKLEIKRAAAHHHHHHGAAEQKLI SEEDLNGAA 
SEQ ID NO. 49 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLS(^ASGFTFSNYWMNWVRQSPEKGLEWVAEIRLKSNNYT 
THYAE S VKGRFT I SRDD S KS S VS LQMNNLRVEDTGI YYCTRHYYFDYWGQGTTLTVS S A 
S SGSGS SADIVMTQAAF SNPVTLGTSAS I S CRS S KSLLHSNGITYFFWYLQKPGLS PQL 
LIYQMSNLASGVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCIAQNLELPPTFGGGTKLE 

IKRAAAHHHHHHGAAEQKLISEEDLNGAA 
SEQ ID NO. 50 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLSCIVASGFTFSNYWMNWVRQSPEKGLEWVAEIRLKSNNYT 
THYAESVKGRFTI SRDDS KS SVSLQMNNLRVEDTGI YYCTRHYYFDYWGQGTTLTVS S A 
S SGGS SAD I VMTQAAFSNPVTLGTS AS I S CRS S KSLLHSNGI TYFFWYLQKPGLS PQLL 
IYQMSNLASGVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPPTFGGGTKLEI 

KRAAAHHHHHHGAAEQKL I SEEDLNGAA 
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SEQ ID NO. 51 

EVKLVESGCK3LVQPGGSMKLSCVASGFTFSN 

THYAESVKGRFTISRDDSKSSVSLQMNNLRVEDTGIYYCTRHYYFDYWGQGTTLTVSSA 
S SGS SADIVMTQAAFSNPVTLGTSAS ISCRS SKSLLHSNGITYFFWYLQKPGLS PQLLI 
YQMSNLASGVPDRFS S S GSGTDFTLRI SRVEAEDVGVYYCAQNLELP PTFGGGTKLE IK 
RAAAHHHHHHGAAEQKLISEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 52 

EVKLVE SGGGLVQPGGSMKLS CVAS GFTF Sl^flMNWVRQS PEKGLEWVAE I RLKSNNYT 
THYAESVKGRFTISRDDSKSSVSLQMNNLRVEDTGIYYCTRHYYFDYWGQGTTLTVSSA 

S S S SAD I VMTQAAFSNPVTLGTS AS I S CRS S KSLLHSNGITYFFWYLQKPGLS PQLL I Y 
QMSNLAS GVPDRFS S SGSGTDFTLRI SRVFAEDVGVYYCAQNLELPPTFGGGTKLE I KR 
AAAHHHHHHGAAEQKL I SEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 53 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLSCVASGFTFSNYWMNWWQSPEKGLEWAEIRLKSNNYT 
THYAESVKGRFTISRDDSKSSVSLQMNNLRVEDTGIYYCTRHYYFDYWGQGTTLTVSSA 
SSSADIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSIiLHSNGITYFFWYLQKPGLSPQL,LIYQ 
MSNl^GVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPPTFGGGTKLEIKRA 

AAHHHHHHGAAE QKL I SEEDLNGAA 
SEQ ID NO . 54 

E^TKLVESGGGLVQPGGSMKLSCVASGFTFSNYWMNWVRQSPEKGLEWV^ 

THYAE S VKGRFT I S RDDS KS SVSLQMNNLRVEDTGI YYCTRHYYFD YWGQGTTLTVS S A 

SSADIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLIiHSNGITYFFWYLQKPGLSPQLLIYQM 

"SNIiASGVPDRFSSSGSGTDPTIjRISRVEAEDVGVYYCAQNDELPPTFGGGTKLEIKRAA^ 

AHHHHHHGAAEQKLISEEDLNGAA 
SEQ ID NO. 55 

EVEXiVESGGGLVQPGGSMKLSCVASGFTFSNYWMNWVRQS PEKGLEWVAE IRLKSNNYT 
THYAESVKGRFTISRDDSKSSVSLQMNNLRVEDTGIYYCTRHYYFDYWGQGTTLTVSSA 
SADIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYFFWYLQKPGLSPQLLIYQMS 
NLAS GVPDRF S S SGSGTDFTLRI SRVEAEDVGVYYCAQNLELPPTFGGGTKLEI KRAAA 
HHHHHHGAAEQKLI SEEDLNGAA 

SEQ ID NO. 56 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLSCVASGFTFSNYWMNWVRQS PEKGLEWVAE IRLKSNNYT 
THYAESVKGRFTISRDDSKSSVSLQMNNLRVEDTGIYYCTRHYYFDYWGQGTTLTVSSA 
ADIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLIjHSNGITYFFWYLQKPGLSPQLLIYQMSN 
LASGVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPPTFGGGTKLEIKRAAAH 

• HHHHHGAAEQKLISEEDLNGAA 
SEQ ID NO. 57 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLSCVASGFTFSNYWMNWVRQSPEKGLEWVAE IRLKSNNYT 

THYAE S VKGRFTI SRDDSKS SVSLQMNNLRVEDTGI YYCTRHYYFD YWGQGTTLTVS S A 
DIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYFFWYLQKPGLSPQLLIYQMSNL 
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ASGVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPPTFGGGTKLEIKRAAAHH 
HHHHGAAEQKLI SEEDIiNGAA 

SEQ ID NO. 58 mnm 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLSCVASGFTFSNYWINWVRQSPEKGLEW 

THYAES VKGRFTI SRDDS KS S VSLQMNNLRVEDTGI YYCTRHYYFDYWGQGTTLTVS SD 

IVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYFFWYLQKPGLSPQLLIYQMSNliA 

SGVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPPTFGGGTKLEIKRAAAHHH 

HHHGAAE QKL I S EEDLNGAA 
SEQ ID NO. 59 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLSCVASGFTFSNTWMNTWRQSPEK^^ 

THYAE S VKGRFT I S RDD S KS S VSLQMNNLRVEDTGI YYCTRHYYFDYWGQGTTLTVSD I 
VMTQAAF SNPVTLGTS AS I S CRS SKSLLHSNGITYFFWYLQKPGLSPQLL I YQMSNLAS 
GVPDRFS S SGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPPTFGGGTKLEIKRAAAHHHH 

HHGAAEQKLI SEEDLNGAA 



Murine Antikorper 

leichte Kette eines murinen IgGl (kappa • Kette) 
SEQ ID NO. 60 

DIVLTQTPLSLPVSLGDQASISC^SSQSIVHSNGNTYLEWYLQKPGQSPKLLIYKVSNR 
FSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGDGTKLELKRADAAP 
TVS I FPP S S EQLTS GGAS WCFLNNFYPKD INVKWKIDGSERQNGVLNS WTDQDS KDS T 
YSMS STLTLTKDEYERHNS YTCEATHKTSTS PIVKS FNRNEC 

SEQ ID NO. 61 

DIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYFFWYLQKPGLSPQLLIYQMSNL 
ASGVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPPTFGGGTKLEIKRADAAP 
TVS I FPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVIiNSWTDQDS KDST 
YSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKS FNRNEC 



schwere Kette muriner IgGl 
SEQ ID NO. 62 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLSCAASGFTFSDAW^WWQSPEKGLEWAEIRSKANNHA 

TYYAESVKGRFTI SRDVSKS SVYLQMNNLRAEDTGI YYCTRGGYGFDYWGQGTTLTVSA 

KI^PPSVYPIiAPGSAA.QTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAV^ 

LYTLSSSWVPSSPRPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFI 

FPPKPKDVLTITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPREEQFNSTFR 

SVSELPIMHQDWLNGKEFKCRVNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIPPPKEQMAK 

DKVSLTCMITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMNTNGSYFVYSKLNVQKSNWEA 

GNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK 
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SEQ ID NO. 63 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLSCVASGFTFSNYV^^ 

THYAE S VKGRFT I S RDD S KS S VS L QlVDSnSTLRVEDTGI YYCTRHYYFD YWGQGTTLTVS AK 

TTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLESDL 

YTLSSSVTVPSSPRPSETVTCWAHPASSTKVTJKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIF 

PPKPKDVLTITLTPK^CVVVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPREEQFNSTFRS 

VSELP IMHQDWLNGKEFKCRVNSAAPPAP IEKT I SKTKGRPKAPQVYT I P PPKEQMAKD 

KVSLTCMITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYK^ 

NTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK 



murine Antikorper 

mlgG-Pankol SEQ ID NO- 60 

SEQ ID NO- 62 

mIgG-Panko2 SEQ ID NO. 61 

SEQ ID NO. 63 

Hhimare AntikSrp er (Maus/Mensch) 

schwere Kette chimarer IgGl (gamma Kette) 

EVi^\raSGGGLVQPGGSMKL^ 

TYYAESVKGRFTISRDVSKSSVYLQMNNLRAEDTGIYYCTRGGYGFDYWGQGTTLTVSG 
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSS 
GLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG 
GPSVFLFPPKPKDTIjMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ 
YNSTYRWSVLTVLHQDWI^GKEYKCKVSNIO^PAPIEKTISKAKGQPREPQWTLPPS 
RDELTKNQVSLTC^VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD 

KSRWQQGNVTSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 

SEQ ID NO. 65 „ nm „ m 
EVKLVES GGGLVQPGGSMKLS CVASGFTFSNYWMNWVRQS PEKGLEWVAEIRLKSNNYT 
THYAESVKGRFTISRDDSKSSVSLQMNNLRVEDTGIYYCTRHYYFDYWGQGTTLTVSGS 
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCIjVKDYFPEPVTVSVWSGALTSGVHTFPAVLQSSG 
LYSLS SWTVPS SSLGTQTYI C^TVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELIiGG 
PSVFLFPPKPKDTl^ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY^ 

NSTYRWSVLTVLHQDWI^GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISEAKGQPREPQVYTLPPSR 
DELTKNQVSLTCLVKGFYP SD I AVEWESNGQPENNYKTTPPVIjDSDGS fflyskltvdk 
SRWQQGNVFSCSVMHEAIjHNHYTQKSLSLSPGK 
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schwere Kette eines chimaren IgM (mu Kette) 
SEQ ID NO. 66 

EVKLVESGGGLVQPGGSMKLS CAAS GFTFSDAWMDWVRQSPEKGLEWVAEIRSKANWHA 

TYYAESVKGRFTISRDVSKSSVYLQMimiiRAEDTGIYYCTRGGYGFDyW 

SASAPTLFPLVSCENSPSDTSSVAVGCLAQDFLPDSITLSWKYKNNSDISSTRGFPSVIi 

RGGKYAAT S QVXjLP S KDVMQGTDEHWCKVQHPNGNKE KNVPL PVI AEL P PKVS VFVP P 
RDGFFGNPRKSKLICQATGFSPRQIQVSWLREGKQVGSGVTTDQVQAEAKESGPTTYKV 
TSTLTIKESDWLGQSMFTCRVDHRGLTFQQNASSMCVPDQDTAIRVFAIPPSFASIFLT 

KSTKLTCLVTDLTTYDSVTI SWTRQNGEAVKTHTNI SESHPNATFSAVGEAS I CEDDWN 
SGERFTCTVTHTDLPSPLKQTISRPKGVALHRPDVYLLPPAREQLNLRESATITCLVTG 
FSPADVFVQmQRGQPLSPEKYVTSAPMPEPQAPGRYFAHSILWSEEEWNTGETYTCV 

VAHEAliPNRVTERTVDKSTGKPTLYNVSLVMSDTAGTCY 
SEQ ID NO. 67 

EVKLVE SGGGIiVQPGGSMKLS cvas gftfsnywmnwvrqs pekglewvae irlksnnyt 

THYAESVKGRFTISRDDSKSSVSLQMNJ^RVEDTGIYYCTRHYYFDYWGQGTTLTVSGS 
ASAPTLFPLVSCENSPSDTSSVAVGCIAQDFLPDSITLSWKYKNNSDISSTRGFPSVI.R 
GGKYAATSQVIiLPSKDVMQGTDEHWCKVQHPNGNKEKNVPLPVIAELPPKVSVFVPPR 
DGFFGNPRKSKLICQATGFSPRQIQVSWLREGKQVGSGVTTDQVQAEAKESGPTTYKVT 
STLTIKESDWLGQSMFTCRVDHRGLTFQQNASSMCVPDQDTAIRVFAIPPSFASIFLTK 
STKLTCLVTDLT.TYDSVTISWTRQNGEAVKTHTNISESHPNATFSAVGFJ^ICEbDWNS 
GERFTCTVTHTDLPSPLKQTISRPKGVMjHRPDVYLLPPAREQLNLRESATITCIjVTGF 
S PADVFVQWMQRGQPL S PEKYVTS APMPE PQAPGRYFAHS ILTVS EEEWNTGETYTCW 
AHEALPl^VTERTVDKSTGKPTLYNVSLVMSDTAGTCY 



.lei elite Kette eines chimaren IgGl oder IgM (kappa- Kette) 
SEQ ID NO. 68 

D IVLTQTPLSLPVSLGDQAS I S CRS SQSIVHSNGNTYIiEWYLQKPGQS PKLLI YKVSNR 
FSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYCFQGSHVPLTFGDGTKLELKRTVAAP 
SVFIFPPSDEQLKSGTASWC^LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST 
YSL S STLTL S KADYEKHKVYACEVTHQGLS S PVTKS FNRGEC 

SEQ ID NO. 69 

D IVMTQAAFSNPVTLGTS AS IS CRS SKSLLHSNGITYFFWYLQKPGLS PQLLI YQMSNL 
ASGVPDRFS S SGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPPTFGGGTKIiE IKRTVAAP 
SVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRFjAKV'QWKVDNAIjQSGNSQESVTEQDSKDST 
YSL S STL.TLS KADYEKHKVYACEVTHQGLS S PVTKS FNRGEC 



chimare Antikdrper 

clgG-Pankol SEQ ID NO. 64 

SEQ ID NO. 6 8 

dgG-Panko2 SEQ ID NO. 65 
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SEQ ID NO. 69 

clgM-Pankol- SEQ ID NO- 66 

SEQ ID NO. 68 

clgM-Pankol SEQ ID NO. 67 

SEQ ID NO. 69 



Patentansp ruche 
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1. Erkennungsmolekul, dadurch gekennzeichnet, dass es eine 
Minosauresequenz umfasst, die 

(i) die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 1 oder 2 und 

(ii) die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 3 oder 4 und 

(iii) die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 5 oder 6 enthalt 
und 

das glykosylierte MUCl-Tumorepitop spezifisch bindet. 

2. Erkennungsmolekul nach Anspruch l; dadurch 
gekennzeichnet, dass es eine Aminosauresequenz umfasst, 
die die Amminosauresequenzen SEQ ID NO. 1 und SEQ ID 
NO. 3 und SEQ ID NO. 5 enthalt und das glykosylierte 
MUCl-Tumorepitop spezifisch bindet. 

3. Erkennungsmolekul nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dass es eine Aminosauresequenz umfasst, 
die die Amminosauresequenzen SEQ ID NO. 2 und SEQ - ID.- 
NO . 4 und SEQ ID NO . 6 enthalt und das glykosylierte 
MUCl-Tumorepitop spezifisch bindet. 

4. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, dass es weiterhin eine 
Aminosauresequenz umfasst, die 

(i) die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 7 oder 8 und 

(ii) die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 9 oder 10 und 

(iii) die Aminosauresequenz SEQ ID NO. 11 oder 12 
enthalt und 

das glykosylierte MUCl-Tumorepitop spezifisch bindet. 



Ill 

Erkennungsmolekul nach Ahspruch 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass es • weiterhin eine 

Aminosauresequenz umfasst, die die toinosauresequenzen 
SEQ ID NO. 7 und SEQ ID NO. 9 und SEQ ID NO . 11 enthalt 
und das glykosylierte MUCl-Tumorepitop spezifisch 
bindet . 

Erkennungsmolekul nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass es weiterhin eine 

Aminosauresequenz umfasst, die die Aminosauresequenzen 
SEQ ID NO. 8 und SEQ ID NO. 10 und SEQ ID NO. 12 
enthalt und das glykosylierte MUCl-Tumorepitop 
spezifisch bindet. 

Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , dass es durch Mutation, 
Deletion und/oder Insertion in mindestens einer der 
Sequenzen SEQ ID NO. 1 bis 12 modifiziert ist und das 
glykosylierte MDCl-Tumorepitep- -spezifisch bindet-.. 

Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 7., 
dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eine Aminosaure 
mindestens einer Sequenz gemaS SEQ ID NO. 1 bis 12 
durch eine Aminosaure mit analogen physikochemischen 
Eigenschaften ersetzt ist und dass das 
Erkennungsmolekul das glykosylierte ' MUCl-Tumorepitop 
spezifisch bindet. 

Erkennungsmolekul nach einem der. Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, dass mindestens eine Sequenz 
der Sequenzen SEQ ID NO. 1 oder 2 durch eine 
aquivalente kanonische Strukturvariante gemaS SEQ ID 
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NO. 13 bis 20 ersetzt ist und/oder mindestens eine 
Sequenz der Sequenzen SEQ ID NO. 3 oder 4 durch eine 
aquivalente kanonische Strukturvariante gemafi SEQ ID 
NO. 21 bis 23 ersetzt ist und/oder mindestens eine 
Sequenz gemaS SEQ ID NO. 7 oder 8 durch eine 
aquivalente kanonische Strukturvariante gemaE SEQ ID 
NO. 24 bis 2 9 ersetzt ist und/oder mindestens eine 
Sequenz der Sequenzen SEQ ID NO. 11 oder 12 durch eine 
aquivalente kanonische Strukturvariante gemaS SEQ ID 
NO. 30 oder 31 ersetzt ist und das Erkennungsmolekul 
das glykosylierte MUCl-Tumorepitop spezifisch bindet. 

10. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, dass es Aminosauresequenzen 
umfasst, die mindestens eine Homologie von mindestens 
60%, vorzugsweise 70%, bevorzugt 80%, ganz besonders 
bevorzugt 90%, gegenuber den Sequenzen SEQ ID NO. 1 bis. 
12 aufweist, wobei das Erkennungsmolekul das 
glykosylierte- jyiDCl-Tumorepi top spezifisch bindet. 

11. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, dass es weiterhin 
Gerust sequenzen umfasst, die die Aminosauresequenzen 
voneinander trennen und/oder flankieren. 

12. Erkennungsmolekul nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Gerustsequenzen ausgewahlt 
sind aus der Gruppe umfassend die Immunglobulin- 
Superfamilie, Protease- Inhibitoren, Lektine, Helix- 
Bilndel-Proteine und/oder Lipocaline . 
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Erkennungsraolekul nach Anspruch 11 oder 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Gerustsequenzen 

Ant ikdrpergeriist sequenzen sind. 

Erkennungsraolekul nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Ant ikSrpergerust sequenzen fur das 
Erkennungsraolekul nach Anspruch 1, 2 oder 3 Sequenzen 
der variablen schweren Kette VH und die 
Antikorpergerustsequenzen fur die zusatzlichen 
Sequenzen des Erkennungsraolekul s nach Anspruch 4, 5 
oder 6 Sequenzen der variablen leichten Kette VL sind. 

Erkennungsraolekul nach Anspruch 13 oder 14, dadurch 
gekennzeichnet, dass die AntikSrpergerust sequenzen 
murinen Ursprungs sind. 

Erkennungsraolekul nach Anspruch 13 oder 14, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Antikorpergerustsequenzen 
"humanen Ursprungs sind. • - " • *• " : 

. Erkennungsraolekul nach einem der Anspruche 13 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, dass die 

Antikorpergerustsequenzen aus Gerustsequenzen oder 
Korabinationen der Gerustsequenzen gemaS den Anspruchen 
15 oder 16 abgeleitet sind. 

. Erkennungsraolekul nach einem der Anspruche 11 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, dass die 

Antikorpergerustsequenzen 

a) FRH1, FRH2, FRH3 und FRH4 fur die variable schwere 
Kette VH folgende Aminosauresequenzen sind, wobei 



10 



15 



20 



25 



30 
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die -Aminosaureposition der Nummerierung na'ch Rabat 
entspricht : 

fur FRH1 an Position 1 E 

2 V 

3 K 

4 L 

5 V 

6 E 

7 S 

8 G 

9 G 

10 G 

11 L 

12 V . 

13 Q 

14 P 

15 G 

16 G 

• --, ■ « 17. -i :. S 

18 M 

19 K 

20 L 

21 S 

22 C 

23 A Oder V 

24 A, V, S Oder T 

25 S 

26 G 

27 Y, F, S Oder D 

28 T 

29 F, L Oder I 

30 S 
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fur FRH2 an Position 



10 



15 



fur FRH3 an Position 



20 



25 



30 



36 


W 


37 


V 


38 


R 


39 


Q 


40 


S 


41 


P 


42 


E 


43 


K 


44 


G 


45 


L 


46 


E 


47 


W 


48 


V 


49 


A 


66 


R 


67 


F 


68 


T 


69 


I ' 


70 


S . 


71 


R 


72 


D 


73 


D oder V 


74 


S 


75 


K 


76 


S 


77 


S 



78 
79 
80 
81 
82 
82a 



V 

Y Oder S 
L 

Q . 

M 

N 
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fur FRH4 an Position 



82b 


N 


82c 


L 


83 


R 


84 


A 


85 


E 


86 


D 


87 


T 


88 


G 


89 


I 


90 


Y 


91 


Y 


92 


C 


93 


T 


94 


R, 


103 


W 


104 


G 


105 


Q 


106 


G 


•107 


': T 


i .n Q 


rp 


109 


L 


110 


T 


111 


V 


112 


S 


113 


S 



FRIil, FRL2, FRL3 und FRL4 fttr die variable leichte 
Kette VL folgende Aminosiureseguenzen sind, wobei 
die Aminosaureposition der Nuinmerieriiiig nach Rabat 
entspricht: 

fur FRL1 an Position 1 D 

2 I, V oder L 
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10 



15 



20 



fur PRL2 an Position 



25 



30 



3 


V 




4 




T, 


5 


rri 

T 




6 


Q 




7 


T oaer 




8 


P oder 


A 


9 


L oder 


rri 
F 


10 


s 




11 


L oder 


N 


12 


P 




13 


V 




14 


S oaer 


rp 
1 


15 


Li 




16 






17 


D oder 


rp 


18 


Q oder 


o 


19 


A 




20 


s 




21 


-T- 

X 




22 


s 




23 


/-I 
V- 




3 5 


TaT 




36 


"V 

X 




37 


T 




3 8 


y 


* 


39 






40 


P 




41 


G. 




42 


Q oder 


L 


43 


S 




44 


P . 




45 


K oder 


Q 



10 



15 



20 



25 



30 
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46 L 

47 L 

4 8 I oder V 

49 Y 

fur FRL3 an Position 57 G 

58 V 

59 P 

60 D 

61 R 

62 F 

63 S 

64 G Oder S 

65 S 

66 G 

67 S 

68 G 

69 T 

70 D 
.71 . • F 

72 T 

73 L 

74 K Oder R 

75 I 

76 S 

77 R 

78 V 

79 E 

80 A 

81 E 

82 D 

83 L Oder V 

84 G 
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10 



15 



20 



25 



30 



fur FRL4 an Position 



85 


V 


86 


Y 


87 


y 


88 


c 


98 


F 


99 


G 


100 


G 


101 


G 


102 


T 


103 


K 




T, 

J-J 


105 


E 


106 


I 


106a 


K 


107 


R 


108 


A 



19. Erkennungsmolekul nach einem der Ansprilche 1 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, dass cias Erkennungsmolekul eine' 
Komb illation der Sequenzen SEQ ID NO. 32 und 34 oder die 
humanisierten Varianten dieser Sequenzen umfasst. 

20. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Erkennungsmolekul eine 
Kombination der Sequenzen SEQ ID NO. 33 und 3 5 oder die 
humanisierten Varianten dieser Sequenzen umfasst. 

21. ErkennungsmolekCLl nach einem der Anspruche 1 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, dass die variable schwere Kette 
VH und die variable leichte Kette VL auf verschiedenen 
Polypeptidketten liegen. 
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2 . Erkennungsmolekul nach einera der Anspruche 1 bis 20 , 
dadurch gekennzeichnet, dass die variable schwere Kette 
VH und die variable leichte Kette VL miteinander • in 
einem Fusionsprotein direkt verbunden sind- 

3. Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 20, 
dadurclx gekennzeichnet, dass die Ketten in einem 
Fusionsprotein uber einen Linker verbunden sind. 

,4. Erkennungsmolekul nach Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Linker aus 1 bis 9 Aminosauren 
besteht . 

>5. Erkennungsmolekul nach einem der Anspriiche 1 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, dass es von einem Immunglobulin 
abgeleitet ist . 

26. Erkennungsmolekul nach Anspruch 25, .dadurch 
.. .gekennzeichnet, dass es ein ,. • single - .chain 

Antikorperfragment, einen Multibody, ein Fab-Fragment, 
ein Fusionsprotein aus einem Ant ikdrper fragment mit 
Peptiden oder Proteinen und/oder ein Immunglobulin der 
Isotypen ' IgG, IgM, IgA, IgE, igD und/oder deren 
Subklassen umfasst. 

27. Erkennungsmolekul nach Anspruch 26, ■ dadurch 
gekennzeichnet, dass es einen murinen, chimarisierten, 
humanisierten, humanen, partiell humanen Antikorper 
oder Antikorperfragment umfasst . 

28. Erkennungsmolekul nach Anspruch 27, dadurch 
gekennzeichnet, dass es mindestens eine Seguenz gernalS 



121 

SEQ ID NO. 36 bis 47, SEQ ID NO. 60, 62, 64, 66 Oder 68 
Oder die humanisierten Varianten dieser Sequenzen 
umf asst . 

Erkennungsmolekul nach Anspruch 27, dadurch 
gekennzeichnet, dass es mindestens eine Sequenz gemaS 
SEQ ID NO. 48 bis 59, SEQ ID NO. 61, 63, 65, 67 Oder 69 
Oder die humanisierten Varianten dieser Sequenzen 
umf asst . 

Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Erkennungsmolekul 
zusatzlich mindestens ein His-Tag, myc-Tag, Lysin- 
reiche Sequenzen und/oder Multimerisierungssequenzen 
vtmf asst . 

Konstrukt umfassend die Erkehnungsmolekule nach einem 
der Anspruche 1 bis 30, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Erkennungsmolekule mit. Zusatzsequenzen und/oder 
Strukturen fusioniert, chemisch gekoppelt oder nicht- 
kovalent assoziiert sind. 

. Konstrukt nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Erkennungsmolekule mit (i) 

Immungl obul indom&nen verschiedener Spezies, (ii) 
Enzymmolekulen, (iii) Interaktionsdomanen, (iv) Domanen 
zur Stabilisierung, (v) Signal sequenzen, (vi) 
Fluoreszenzfarbstoffen, <vii) Toxinen, (viii) 

katalytischen Antikorpem, (ix) einem oder mehreren 
Antikorpern .oder l^tikorperf ragmenten mit anderer 
Spezifitat, (x) zytolytischen Komponenten, (xi) 
Immunmodulatoren, (xii) Immunef f ektoren, (xiii) MHC- 
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Klasse I oder Klasse II Antigenen, (xiv) Chelatoren zur 
radioaktiven Markierung, (xv) Radioi sot open, (xvi) 
Liposomen, (xvii) Transmerabrandomanen , (xviii) Viren 
und/oder (xix) Zellen fusioniert, chemisch gekoppelt, - 
kovalent oder nicht-kovalent assoziiert sind. 

33. Konstrukt nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Zellen Makrophagen sind. 

34. Isoliertes Nukleinsauremolekul umfassend Nukleinsaure- 
sequenzen, die die Minosauresequenz von mindestens 
einem Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 
3 0 Oder ein Konstrukt nach einem der Anspruche 31 bis 
3 3 kodiert . 

35. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 34, dadurch 
gekennzeichnet, dass es eine genomische DNA, eine cDNA 
und/oder eine RNA ist. 

36. Expressionskassette oder Vektor umfassend ein 
Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruche 34 oder 3 5 
und einen Promotor, der operativ mit der Nukleinsaure 
verknupft - ist. 

37. Virus umfassend mindestens einen Vektor oder eine 
Expressionskassette nach Anspruch 36. 



38. Wirtszelle umfassend mindestens einen Vektor oder eine 
Expressionskassette nach Anspruch 36. 
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9. Wirtszelle nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, 
dass sie eine prokaryontische oder eukaryontische Zelle 
ist. 

0. Wirtszelle nach Anspruch 39, dadurch gekeanzeichnet, 
dass sie eine Bakterien-, Hefe-, Pflanzen-, Insekten- 
und/oder Saugerzelle ist. 

,1. Wirtszelle nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichuet, 
dass die Saugerzelle eine Hamster-, Maus- und/oder 
humane Zelle ist . 

42. Wirtszelle nach einem der Anspruche 3 8 bis 41, dadurch 
gekennzeichuet, dass die Wirtzelle E. coli, S. 
cerevisiae, P. pastoris, D. melanogaster , CHO-Kl, 
CHOdhfr-, NSO, SP2/0, HEK 293, COS-1, COS-7, PER.C6, 
Namalwa oder K562 ist. 

43. Wirtszelle nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichuet, 
dass die Wirtszelle eine Ef f ektorzelle ist. 

44. Organismus umfassend mindestens eine Wirtszelle nach 
einem der Anspruche 38 bis 42. 

45. Organismus nach Anspruch 44, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Organismus ein pflanzlicher oder tierischer 
transgener Organismus ist . 



46. Zusammensetzung umfassend mindestens ein 

(i) Erkennungsmolekul nach einem der. Anspruche 1 bis 
30; und/oder 
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(ii) Konstrukt nach einem der Anspruche 31 bis 33; 
und/oder 

(iii) Nukleinsauremolekul nach Anspruch 34 oder 35. 

Zusammensetzung nach Anspruch 46, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Zusammensetzung eine 
pharmazeutische Zusammensetzung, gegebenenf alls mit 
einem pharmazeutisch vertraglichen Trager und/oder 
Ad j uvans , i s t . 

Zusammensetzung nach einem der AnsprCiche 46 oder 47, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Zusammensetzung: 

(i) ein radioaktiv-markiertes Erkennungsmolekul nach 
einem der Anspruche 1 bis 3 0 und/oder 

(ii) ein nicht-markiertes Erkennungsmolekul nach einem 
der Anspruche 1 bis 30 umfasst. 

Zusammensetzung nach Anspruch 48, dadurch. 
gekennzeichnet, dass das Erkennungsmolekul eine SeqUeriz 
nach einem der Anspruche 19, 20, 2 8 oder 29 umfasst. 

Zusammensetzung nach Anspruch 46 oder 47, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Zusammensetzung eine Vakzinen- 
Zus ammens e t zung i s.t . 

. Verfahren zur Herstellung von Erkennungsmolekulen oder 
Konstrukten nach einem der Anspruche 1 bis 33 umfassend 
(i) Einbringen eines oder mehrerer 

Nukleinsauremolekule nach einem der Anspruche 34 
oder 35 und/oder einer Expressionskassette oder 
eines Vektors nach Anspruch 36 in ein Virus nach 
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Anspruch 37 oder in eine Wirtszelle nach einem 
der Anspruche 3 8 bis 43; und 

(ii) Kultivierung .der Wirtszellen oder der Viren unter 
geeigneten Bedingungen; void 

(iii) Gewinnung des Erkennungsmolekuls oder des 
Konstruktes, der Erkennungsmolekul oder Konstrukt 
tragenden Ef fektorzelle oder des Virus, das bzw. 
die das glykosylierte MUCl-Tumorepitop spezifisch 
erkennt . 

52. Verfahren zur Herstellung einer Zusammensetzung nach 
einem der Anspruche 46 bis 50, umfassend eine 
Kombination eines Erkeiinungsmolekuls nach einem der 
Anspruche 1 bis 30, eines Konstruktes nach einem der 
Anspruche 31 bis 33, einer Nukleinsaure nach Anspruch 
34. oder 35 und/ oder einem Vektor nach Anspruch 36 mit 
einem pharmazeutisch geeigneten Trager, einer Losung 
und/oder einem Adjuvans. 

53 . Verfahren nach Anspruch 52 , . weiterhin umfassend den 
Schritt der Formulierung der Zusammensetzung in 
pharmazeutisch vertraglicher und/oder wirksamer Form. 

54. Verwendung eines Erkennungsmolekuls nach einem der 
Anspruche 1 bis 30, eines Konstruktes nach einem der 
Anspruche 31 bis 33, eines Nukleinsauremolekuls nach 
Anspruch 34 oder 35, eines Vektors nach Anspruch 36, 
eines Virus nach Anspruch 37, einer Wirtszelle nach 
einem der Anspruche 3 8 bis 43, eines Organismus nach 
Anspruch 44 oder 45 und/oder einer Zusammensetzung nach 
einem der Anspruche 46 bis 50 zur Prophylaxe, 
Prevention, Diagnose, Verminderung , Therapie, 
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Verlauf skontrolle und/oder Nachbehandlung von 
Tumorerkrankungen und/oder Metastasen. 

. Verwendung nach Anspruch 54 ziir Prophylaxe, Prevention, 
Diagnose, Verminderung, Therapie, Verlauf skontrolle 
und/oder Nachbehandlung von MUC1 positiven Tumor- 
erkrankungen und/oder Metastasen. 

. Verwendung nach Anspruch 54 oder 55 zur Prophylaxe, 
Pravention, Diagnose, Verminderung , Therapie, Verlauf s - 
kontrolle und/oder Nacnbehandlung von Karzinomen 
und/oder deren Metastasen. 

. Verwendung nach einem der Anspruche 55 oder 56 zur 
Prophylaxe, Pravention, Diagnose, Verminderung, 
Therapie, Verlauf skontrolle und/oder Nacnbehandlung von 
Mammakarzinomen, Gastrointestinaltumoren, 
einschliefilich Kblonkarzinomen, Magenkarzinomen, 
Dickdarmkrebs und Dunndarmkrebs, Pankreaskarzihomen;, 
Ovarialkarzinomen, Lungenkrebs , Leberkarzinomen, 

Nierenzellkarzinomen, Multiples Myelom und/oder deren. 
Metastasen . 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 54 bis 57, dadurch 
gekennzeiohnet, dass das Erkennungsmolekul ein nicht 
markiertes Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 
bis 30 oder Konstrukt nach einem der Anspruche 31 bis 
33 ist. 

9. Verwendung nach Anspruch 58, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Erkennungsmolekul an Makrophagen gebunden ist. 
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60. Verwendung nach Anspruch 58 or 59, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Erkennungsmolekul eine Sequenz 
nach einem der Anspriiche 19, 20, 28 oder 29 umfasst. 

61. Verwendung nach einem der Anspruche 54 bis 57, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Erkennungsmolekul ein 
radioaktiv-markiertes Erkennungsmolekul nach einem der 
Ansprftche 1 bis 3 0 oder Konstrukt nach einem der 
Anspruche 31 bis 33 ist. 

62. Verwendung nach Anspruch 61, dadurch. gekennzeichnet, 
dass die Erkennungsmolekule IgG oder Fragmente davon 
umfassen. 

63. Verwendung nach Anspruch 61 oder 62, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Erkennungsmolekule Multibodies 
umfassen. 

64 ; Verwendung nach einem der Anspruche- 61 bis 63 , dadurch 
20 gekennzeichnet , dass das Erkennungsmolekul eine Sequeriz 

nach einem der Anspruche 19, 20, 28 oder 29 umfasst. 

65. Verwendung nach einem der Anspruche 54 bis 64, dadurch 
gekennzeichnet, dass mindestens ein nicht markiertes 
Erkennungsmolekul nach einem der Anspruche 1 bis 3 0 
oder Konstrukt nach einem der Anspruche 31 bis 33 und 
mindestens ein markiertes Erkennungsmolektil nach einem 
der Anspruche 1 bis 3 0 oder Konstrukt nach einem der 
Anspruche 31 bis 33 in Kombination verwendet werden. 
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66. verwendung nach .Anspruch 65, dadurch gekennzeichnet, 
dass mindestens ein Erkennungsmolekul eine Sequenz nach 
einem der Anspruche 19, 20, 28 oder 29 umfasst. 

67. Verfahren zur Herstellung eines Diagnostikums umfassend 
die Schritte des Anspruchs 51 zur Herstellung von 
Erkennungsmolekul en, die das glykosylierte MUC1- 
Tumorepitop spezifisch binden, und umfassend den 
Schritt der Formulierung der Erkennungsmolekule in 
einer diagnostisch geeigneten Form. 

68. Verfahren nach Anspruch 67, dadurch gekennzeichnet , 
dass die Erkennungsmolekaie biotinyliert , fluoreszenz- 
markiert, radioaktiv-markiert , durch Enzymkopplung 
direkt markiert sind und/oder uber einen sekundaren 
entsprechend markierten Antikorper nachgewiesen we r den . 

69- Verwendung von einem der Verfahren nach Anspruch 67 
oder 68, . dadurch . gekennzeichnet, n dass das 
Erkennungsmolekul zur Diagnose von Tumor erkrankungen 
und/oder Metastasen, zur Prognose von Tumor erkrankungen 
und/oder zur Verlauf skontrolle von Tumor erkrankungen 
eingesetzt wird. 

70- Verwendung nach Anspruch 69 und/oder des Verfahrens 
nach Anspruch 67 oder 68 zur Diagnose fur das Antigen 
MUC1 tragende Tumoren und/bder Metastasen. 

71, Verwendung nach Anspruch 70, dadurch. gekennzeichnet , 
dass- die Tumore Mammakarzinome, Gastrointestinal turaore, 
einschliefilich Kolonkarzinome , Magenkarzinome , 

Dickdarmkrebs und Dtondarmkrebs , Pankreaskarzinome , 
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Ovar ialkarzinome , Leberkarzinome , Lungenkrebs , 

Nierenzellkarzinome, Multiples Myelom und/oder deren 
Metastasen sind. 

72. Verwendung nach einera der Anspruche 69 bis 71 , dadurcli 
gekennzeichnet; dass mindestens ein Erkennungsmolekttl 
in einem Gewebsschnelltest zutn immunhistologischen 
Nachweis eingesetzt wird. 

73 . Verwendung nach einem der Anspruche 69 bis 71, dadurch 
gekennzeichnet, dass mindestens ein Erkennungsmolekxil 
in einem serologischen Test im Sandwich- Verfahren 
eingesetzt wird. 

74. Verwendung nach einem der Anspruche 69 bis 71, dadurch 
gekennzeichnet, dass mindestens ein Erkennungsmolekul 
in einer in vivo Diagnostik in Form einer 
R^dioimmundiagnostik, PET-Scan Verfahren und/ Oder 
Iitimmfluoreszenzendoskopie eingesetzt wird. ■* 

75. Verwendung nach einem der Anspruche 69 bis 74, 
weiterhin umfassend mindestens einen weiteren 
Antikorper gegen mindestens ein weiteres Tumor antigen. 

76. Kit ximfassend ein Erkennungsmolekul gemaS einem der 
Anspruche 1 bis 3 0 und/oder ein konstrukt gemaS einem 
der Anspruche 31 bis 33. 
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Zusammenf assuncr 

Die Erfindung betrifft Erkennungsmolekiile, die gegen Tumore 

gerichtet sind, pharmazeutische Zusammensetzungen, die die 

Erkennungsmolekiile umfassen, Verfahren zur Herstellung der 

Erkennungsmolekiile und die Verwendung der 

Erkennungsmolekiile zur Diagnose und Therapie von 
Tumorerkrankungen . 
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